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1. UVOD

Bolest bubreznih kamenaca (nefrolitijaza/urolitijaza) je bolest koja uklju¢uje mnoga
patofizioloska stanja uzrokovana stvaranjem kamenaca u bubregu, mokracovodu ili
mokra¢nom mjehuru. lako rijetko ugrozava zivot, Cesta je u odrasloj populaciji ljudi i prema
novijim podacima biljezi pove¢anu prevalenciju dosezu¢i pandemijske razmjere (Johri i sur.,
2010., 2011.; Romero i sur., 2010.; Sakhaee i sur., 2012.). Navedeni porast prevalencije
nefrolitijaze se primjerice udvostrucio u SAD, a sli¢an trend zabiljezen je i u vecini europskih
zemalja kao i1 u zemljama jugoistocne Azije (Romero i sur., 2010.; Sakhaee i sur., 2012.). U
svijetu, prevalencija ove bolesti varira od 2-20%, a zabiljezeno je da najveci rizik za razvoj
nefrolitijaze tijekom zivota imaju muskarci u zemljama Ujedinjenih Arapskih Emirata i
Saudijske Arabije (Buchholz i sur., 2003.; Indridason i sur., 2006.; Soucie i sur., 1994.). U
Europi, prevalencija nefrolitijaze/urolitijaze krece se izmedu 2-8%, iako je jedno istrazivanje
zabiljezilo vecu prevalenciju (15%) u populaciji ruralnog dijela Gréke (u blizini grada Tebe)
(Stamatiou i sur., 2006.). Donedavno se nefrolitijazu/urolitijazu smatralo akutnom bolescu, ali
novija istrazivanja sve vise upucuju da je nefrolitijaza/urolitijaza sistemska bolest koja vodi
do propadanja funkcije bubrega u obliku terminalnog stadija bubreznog zatajenja (engl. end-
stage renal disease). Takoder, sve ve¢i broj istrazivanja nefrolitijazu/urolitijazu dovodi u
svezu s nizom patoloskih stanja poput kroni¢ne bolesti bubrega, bolesti kostiju, povisenog
krvnog tlaka, bolesti koronarnih arterija, metabolickog sindroma, Secerne bolesti, pretilosti i
dislipidemije (Ramaswamy i Shah, 2014.; Sakhaee, 2008., 2009.; Sakhaee i sur., 2012;
Taylor i sur., 2005.). U slucaju izostanka lijeCenja nakon stvaranja i uklanjanja prvog
bubreznog kamenca, nefrolitijaza/urolitijaza postaje kroni¢na bolest s vjerojatno$¢u ponovne
pojave bubreznog kamenca u vise od 50% slucajeva tijekom perioda od 10 godina (Bissig i
sur., 1994.; Johri i sur., 2010.; Ljunghall i Danielson, 1984.; Sakhaee, 2009.; Sakhaee i sur.,
2012.; Uribarri i sur., 1989.). Time uzrokuje znacajni financijski teret za oboljele i tvrtke u
kojima su oboljeli zaposleni, kao i za zdravstveni sustav zbog povecanih troskova lijeCenja
uslijed uklanjanja ponavljaju¢ih bubreznih kamenaca (Johri i sur., 2010.; Sakhaee, 2009.).
Primijeceno je da je incidencija ove bolesti, iz dosad nepoznatih razloga, najveca kod odraslih

bijelaca muskog spola, a najmanja kod mladih afro-amerikanki (Romero i sur., 2010.).

rCfex u organima Stakora 1
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Prema vecini dosadasnjih istrazivanja, nefrolitijaza/urolitijaza se smatra rijetkom pojavom u
djecjoj dobi i svega ~1-3% djece je zahvaceno ovim patofizioloSskim poremecajem (Borghi i
sur., 1990.; Sarkissian i sur., 2001.; Sas i sur., 2010.; Spivacow i sur., 2008.; Vahlensieck i
sur., 1982.). Suprotno tome, nekoliko recentnih studija pokazuju porast ucestalosti
nefrolitijaze/urolitijaze na godi$njoj razini kod djece i adolescenata u zapadnim zemljama,
poput SAD i Islanda (Dwyer i sur., 2012.; Edvardsson i sur., 2005.; Sas i sur., 2010.;
Spivacow i sur., 2008.; VanDervoort i sur., 2007.). No, treba istaknuti da su navedene studije
ukljucivale razliite periode analize (2-25 godina), geografske lokacije i dobne skupine,
nekada ne diskriminiraju¢i djecu i adolescente. Ipak, dva istrazivanja koja su diskriminirala
izmedu dobnih skupina pokazala su da je godiSnji porast ucestalosti nefrolitijaze/urolitijaze
tijekom analiziranog perioda od 11 i 25 godina povezan uz predadolescentsku (9-13 godina) i

adolescentsku dob (13-19 godina) (Dwyer i sur., 2012.; Sas i sur., 2010.).

Jedan od glavnih Cinitelja koji doprinosi razvoju nefrolitijaze/urolitijaze u ljudi je endogeni
oksalatni ion koji nastaje kao krajnji produkt metabolizma glioksilata u stanicama jetre, tj.
hepatocitima (Coe i sur., 2005.; Hoppe i sur., 2006.; Sakhaee, 2009.). Pri tome u vecini
slucajeva (~80%) kalcijske bubrezne kamence tvore tesko topljive soli kalcijeva oksalata
(CaOx monohidrata ili dihidrata), te u nesto manjem udjelu (~15%) soli kalcijeva fosfata
(CaP) (Brzica i sur., 2009a.; Coe i sur., 2005.; Evan i sur., 2005.; Mandel i Mandel, 1989.;
Sakhaee 1 sur., 2012.; Yoshida i Okada, 1990.). Patofizioloski mehanizmi koji doprinose
stvaranju kalcijskih bubreznih kamenaca (CaOx i CaP) su kompleksni i razliciti, a osim
dehidracije, tj. smanjenog volumena urina mogu ukljucivati poremecaje pH vrijednosti urina,

hiperurikozuriju, hipocitraturiju, hiperkalciuriju i hiperoksaluriju (Sakhaee i sur., 2012.).

Poremecaji pH vrijednosti urina (kiseli pH < 5,5 ili luZznati pH > 6,7) povecavaju vjerojatnost
stvaranja kalcijskih kamenaca u bubregu pacijenata koji boluju od nefrolitijaze. Ako se nize
pH vrijednosti urina zadrze tijekom duzeg vremenskog razdoblja, urin biva zasicen
nedisociranom mokraénom, tj. uricnom kiselinom koja potpomaze kristalizaciju CaOx (Coe,
1978.; Pak i Arnold, 1975.; Sakhaee i sur., 2012.). No, hiperurikozurija je, kao izolirani
poremecaj, zastupljena u svega 10% pacijenata s kalcijskim bubreznim kamencima, ali u
kombinaciji s ostalim metabolickim poremecajima taj se postotak moze znatno povecati
(Preminger, 1992.; Sakhaee i sur., 2012.). lako toc¢an patofizioloski, tj. fizikalno-kemijski
mehanizam koji bi pridonio stvaranju kalcijskih bubreznih kamenaca u stanju hiperurikozurije
nije razjasnjen, jedno istrazivanje ukazuje da povecan unos purina putem npr. konzumacije

mesa moze uzrokovati povecanu sintezu mokrac¢ne kiseline koja na neki, jo§ nerazjaSnjen,
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nacin pridonosi kristalizaciji CaOx (Coe, 1978.; Sakhaee i sur., 2012.). Nasuprot tome, druga
istrazivanja pokazuju da se smanjenim unosom purina putem hrane ne mijenja izlucivanje
mokraéne kiseline, te da u ~1/3 pacijenata endogena sinteza mokra¢ne kiseline prevladava
nad moguc¢im povecéanim unosom purina (Coe i Parks, 1981.; Sakhaee i sur., 2012.). Vrlo
luznati pH urina, s druge strane, moze povecati koli¢inu monohidrogen fosfata koji s kalcijem
tvori termodinamicki nestabilni brusit (CaHPO4 - 2H,0), a potom teSko topljivi kristal
hidroksiapatit [Ca;o(PO4)s(OH);].

Hipocitraturija ili smanjeno izlucivanje citrata, endogenog inhibitora koji sprjeCava razvoj
kalcijskih kamenaca u urinu, zastupljena je kod 20-60% svih pacijenata s kalcijskom
nefrolitijjazom (Pak, 1994.; Sakhaee i sur., 2012.). U slucaju nedostatka citrata u urinu,
izostaje proces formiranja topljivih kompleksa i sprjecavanje zasicenja urina kalcijskim
solima, te inhibiranje procesa kristalizacije CaOx (Kok i sur., 1986.; Sakhaee i sur., 2012.).
Nadalje, hiperkalciurija je zastupljena u 30-60% odraslih osoba s nefrolitijazom ¢ime
predstavlja poremecaj s najve¢om prevalencijom kod pacijenata koji boluju od kalcijskih
bubreznih kamenaca. Uoceno je da patofiziolo$ki mehanizmi, kao $to su hiperapsorpcija
kalcija u crijevima, smanjena reapsorpcija kalcija u bubregu i povecano otpustanje kalcija iz
kostiju, mogu doprinijeti hiperkalciuriji koja bi mogla povecati rizik od stvaranja kalcijskih
bubreznih kamenaca (Sakhaee i sur., 1985., 2011., 2012.; Sutton i Walker, 1980.; Worcester i
Coe, 2008.).

Povecana razina oksalata u urinu ili hiperoksalurija zastupljena je u 10-50% svih osoba s
kalcijskim bubreznim kamencima, a prema dosada$njim istrazivanjima ¢ini se da su oksalatni
i kalcijevi ioni podjednako vazni u procesu zasi¢enja i posljedi¢ne kristalizacije CaOx u urinu
(Brzica i sur., 2013.; Sakhaee, 2009.; Sakhaee i sur., 2012.). Patofizioloski mehanizmi koji
dovode do hiperoksalurije ukljuc¢uju: 1) povecanu sintezu oksalata uslijed mutacije gena u
metabolizmu glioksilata, 2) povecani unos oksalata hranom 1 osiguravanje njegove
biodostupnosti u organizmu i 3) povecanu apsorpciju oksalata u crijevima (Brzica i sur.,

2013.; Holmes i sur., 2001.; Sakhaee i sur., 2012.).

Endogeni oksalatni ion nastaje u peroksisomima hepatocita iz glioksilata (preteca oksalata)
djelovanjem enzima alanin-glioksilat aminotransferaze (AGAT). Ostatak glioksilata
metabolizira se u citosolu hepatocita do glikolata djelovanjem enzima glioksilat
reduktaza/hidroksipiruvat reduktaze (GRHPR) (Belostotsky i sur., 2010.; Danpure i Jennings,
1986.; Giafi i Rumsby, 1998.; Holmes i Assimos, 1998.; Johri i sur., 2010.; Sakhaee, 2009.).
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Do sada su otkrivene mutacije gena AGAT i GRHPR koje uzrokuju ili smanjenje njihove
ekspresije i/ili aktivnosti ili njihovo pogresno usmjeravanje u stani¢ne odjeljke (engl.
trafficking); tako enzim AGAT moze biti pogreSno usmjeren u mitohondrije umjesto u
peroksisome. Svi navedeni poremecaji uzrokuju povecanu proizvodnju oksalata i nastanak
primarne hiperoksalurije tipa I (mutacije gena AGAT) i primarne hiperoksalurije tipa II
(mutacije gena GRHPR) (Brzica i sur., 2013.; Sakhaee, 2009.; Sakhaee i sur., 2012.). Usprkos
tome Sto je utvrdena veza izmedu navedenih mutacija i hiperoksalurije, jo§ uvijek nije u
potpunosti razjaSnjeno kako promjene u aktivnostima spomenutih enzima dovode do razvitka
hiperoksalurije i nastanka oksalatnih bubreznih kamenaca (Monico i sur., 2011.; Sakhaee i

sur., 2012.).

Vedéina oksalata (~85-90%) je endogenog podrijetla i posljedica je metabolizma glioksilata u
hepatocitima, dok je ostatak oksalata (~10-15 %) egzogenog podrijetla i u organizam se unosi
hranom bogatom oksalatom ukljucujuéi lisnato povrée (Spinat), zacine (cimet i kurkumu)
¢okoladu, vocée (brusnice i agrumi) (Brzica i sur., 2013.; Chen i sur., 2003.; Hautmann, 1993.;
Williams i Wilson, 1990.). U normalnim fizioloskim uvjetima oksalat se apsorbira u tankom
crijevu i u odredenom udjelu u debelom crijevu (Lindsjo i sur., 1989.; Sakhaee i sur., 2012.).
No, primjerice u poremecaju poput entericke hiperoksalurije pretpostavljeno je da dolazi do
povecane '"propusnosti" (apsorpcije) za oksalat koja je potpomognuta prisutnoSéu
neapsorbiranih zu¢nih soli i masti u lumenu crijeva. Naime, Zu¢ne soli i masti vezu divalentne
ione u lumenu crijeva i tako indirektno povecavaju koli¢inu slobodnog oksalata koji se potom
povecano apsorbira i1 posljedi¢no izluCuje bubrezima povecavajuéi rizik od stvaranja

oksalatnih kamenaca (CaOx) (Dobbins i Binder, 1976.; Sakhaee i sur., 2012.).

S druge strane, istrazivanja su pokazala da bakterije poput Eubacterium lentum, Enterococcus
faecalis, Lactobacillus spp., Streptococcus thermophilus, Bifidobacterium infantis i
Oxalobacter formigenes mogu razgradivati oksalat u lumenu crijeva i tako pridonijeti
smanjenoj apsorpciji oksalata iz konzumirane hrane (Hatch i Freel, 2005.; Sakhaee i sur.,
2012.). Jedno takvo istrazivanje koje je ukljucivalo oralnu primjenu bakterija Oxalobacter
formigenes u pacijenata s tipom I primarne hiperoksalurije pokazalo je smanjenje izlu¢ivanja
oksalata urinom (Milliner, 2006.). No, zbog nedovoljne istraZenosti takve vrste terapije na
razliCitim grupama pacijenata s nefrolitijazom, teSko je procijeniti njezinu terapijsku

ucinkovitost i znacaj (Sakhaee, 2009.).
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Takoder, pokazano je da i drugi parametri poput klime, sezone, zanimanja i izloZenosti stresu
takoder mogu doprinijeti povecanom riziku za razvoj nefrolitijaze/urolitijaze. Primjerice,
zivot i rad u vrucoj okolini i prakticiranje redovitog napornog vjezbanja ¢esto dovode do
dehidracije 1 posljediéno do smanjenog volumena urina, pa se time povecava i rizik od

stvaranja bubreznog kamenca (Johri i sur., 2010., 2011.).

Iako se struktura i sastav bubreznih kamenaca moze razlikovati ovisno o razli¢itim egzogenim
i endogenim Ciniteljima, najve¢u ucestalost pojave imaju bubrezni kamenci gradeni od
kalcijeva oksalata s manjim udjelom kalcijeva fosfata dok najmanju prevalenciju imaju
kamenci gradeni od struvita (NH4sMgPO4 6H,O; magnezijeva amonijeva fosfata),
aminokiseline cistina, amonijevih soli i teSko topivih metabolita i lijekova (npr. aciklovir,
amoksicilin, sulfonamidi, sulfazalazin, triamtereni, idanavir, metotraksat, primidone i silicij)

(Tablica 1) (Brzica i sur., 2013.; Daudon i sur., 1995.; Johri i sur., 2010., 2011.).

Tablica 1. Sastav i relativna prevalencija bubreznih kamenaca (Johri i sur., 2010.).

Relativna
Sastav
prevalencija
59%
Kalcijev oksalat (Cisti) ili s malim udjelom kalcijeva fosfata
Kalcijev fosfat (Cisti) 10%
Mokracna kiselina 17%
Struvit 12%
Cistin i ostalo 2%

PrijaSnja istrazivanja otkrila su proteine koji imaju sposobnost vezanja i prijenosa oksalatnih
iona kroz stani¢nu membranu epitelnih stanica u razli¢itim organima sisavaca ukljucujuci
glodavce i ljude (Alper i Sharma, 2013.; Alvarez i sur., 2004.; Brindle i sur., 1998.; Chernova
i sur., 2005.; Karniski, 1998.; Schnedler i sur., 2011.; Wang i sur., 2002.; Xie i sur., 2002.).
Rije¢ je o trima membranskim prijenosnicima koji pripadaju nadobitelji prijenosnika
otopljenih tvari (engl. Solute carriers; SLC za Covjeka ili Slc za Zivotinje): 1) Slc26al/Sat-1
(engl. Sulfate anion transporter 1 - prijenosnik sulfatnog aniona), 2) Slc26a3/Dra (engl.
Downregulated in adenoma — protein Cija je ekspresija snizena u adenomuy), ili CLD (engl.

Chloride anion exchanger — izmjenjivac aniona klora) 1 3) Slc26a6/Cfex (engl.
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Chloride/formate exchanger — izmjenjivac klora i mravije kiseline); ili Pat-1 (engl. Putative
anion transporter 1 — pretpostavijeni prijenosnik aniona) (Bissig i sur., 1994.; Hoglund i sur.,
1996.; Knauf i sur., 2001.; Lohi i sur., 2000.; Schweinfest i sur., 1993.; Waldegger i sur.,
2001.). No, iako su prijasnja istrazivanja pokazala da sva tri navedena prijenosnika otopljenih
tvari mogu obavljati prijenos oksalatnog aniona u sisavaca, jedino je za protein Cfex utvrdeno
da je njegova odsutnost u organizmu miseva povezana s nastankom urolitijaze. Naime,
istrazivanja u mideva Cfex” kojima je inaktiviran gen Cfex pokazala su da protein mCfex
transportira ione oksalata u tankom crijevu i bubrezima miseva (Danpure, 2001.; Freel i sur.,
2006.; Jiang i sur., 2006.; Wang i sur., 2005.). U dva neovisna soja Cfex KO miSeva uoceno je
da ucestalo razvijaju hiperoksalemiju, hiperoksaluriju i kristale kalcijeva oksalata u urinarnom
traktu (urolitijazu) u odnosu na miseve divljeg tipa Cfex” " (engl. wild-type), sugerirajuci
fiziolosku ulogu proteina Cfex u regulaciji razine oksalata (Aronson, 2006.; Freel i sur.,
2006.; Jiang i sur., 2006.). Unato¢ provedenim istrazivanjima, jo§ uvijek je nejasno je li
opazena hiperoksalurija u miseva Cfex'/' isklju¢ivo uvjetovana hiperapsorpcijom oksalata u
enterocitima crijeva ili i nedostatkom funkcije proteina Cfex u proksimalnim kanali¢ima
bubrega (Freel i sur., 2006.). No, kako bi se razrijeSilo pitanje o mogucoj pato/fizioloskoj
ulozi proteina CFEX/Cfex u sisavaca, potrebno je provesti detaljna istrazivanja stanicne
lokalizacije i razine ekspresije mRNA i proteina CFEX/Cfex u razli¢itim tkivima/organima
ljudi i pokusnih Zivotinja. Veéina trenutno dostupnih podataka o tkivnoj distribuciji mRNA i
proteina Cfex, te njegovoj stani¢noj lokalizaciji, opisana je u miseva (Alvarez i sur., 2004.;
Knauf'i sur., 2001.; Petrovi¢ i sur., 2002., 2003a.; Wang i sur., 2002., 2005.; Xie i sur., 2002.),
Medutim, sli¢na istraZivanja u covjeka (Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.; Waldegger i
sur., 2001.) 1 Stakora (Gholami i sur., 2012.; 2013.; Knaufi sur., 2001.; Petrovi¢ i sur., 2003b.)

su malobrojna i nepotpuna.

Prijasnja istrazivanja pokazuju da muskarci srednje zivotne dobi izluc¢uju vise oksalata, kalcija
1 magnezija urinom i da je incidencija urolitijaze u muskaraca spomenute dobi 2-3 puta veca
negoli u zena. Medutim, spolna razlika u korist muskaraca nije utvrdena u vrlo mladoj i
starijoj dobnoj skupini (Brzica i sur., 2013.; Dall’era i sur., 2005.; Kohri i sur., 1991.; Lemann
i sur., 1996.; Liebman i Costa, 2000.). Iako su rezultati prijasnjih istrazivanja pokazali da bi
utvrdene spolne razlike u ljudi srednjih godina mogle biti posljedica vece tjelesne mase i
povrsine tijela (Lemann i sur., 1996.; Liebman i Costa, 2000.), novija istrazivanja pokazuju da
je ucestalost oksalatnih kamenaca u izravnoj vezi sa spolom, a ne s tjelesnom masom (Daudon

i sur., 2004., 2006.). Takoder, iako neki autori sugeriraju da veca incidencija urolitijaze
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muskaraca srednje dobi potencijalno moze biti posljedica mutacija recesivnih gena vezanih uz
X kromosom, kao $to je gen GLCN-5 koji uzrokuje hipofosfatemijski rahitis i Dentovu bolest
(Watts, 2005.), drugi upucuju da ovakvi tipovi mutacija nisu odgovorni za pojavu idiopatskih

slu¢ajeva mokra¢nih kamenaca (Brzica i sur., 2013.).

Spolne razlike u oksalatnoj urolitijazi su osim u ljudi utvrdene i u pokusnih Zivotinja, tj.
Stakora tretiranih etilen-glikolom kod kojih je testosteron stimulirao, a estrogen inhibirao
stvaranje oksalatnih kamenaca (Brzica i sur., 2013.; Lee i sur., 1996.). Dodatno, rezultati
Gholami i sur., (2013.) pokazali su da je ekspresija proteina Cfex u epitelnim stanicama
maternice Stakora regulirana spolnim hormonima. Navedeni podaci ukazuju da bi spolni
hormoni mogli biti odgovorni za spolne razlike u razvoju i incidenciji oksalatne nefrolitijaze u
Stakora i ljudi. Nadalje, uoceno je da spolni hormoni reguliraju opseg ekspresije brojnih
membranskih prijenosnika tvari na razini transkripcije i translacije u bubrezima glodavaca
(Saboli¢ i sur., 2007.). Medutim, spolno-ovisna ekspresija glasnicke RNA (engl. messenger
ribonucleic acid, mRNA) i proteina CFEX/Cfex u bubrezima i drugim organima ljudi i

glodavaca nije do sada istrazivana.
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1.1. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

S obzirom da se Stakori ucestalo rabe kao pokusne Zzivotinje, od velike je vaznosti opisati
tkivnu distribuciju, stani¢nu lokalizaciju i razinu ekspresije mRNA i proteina rCfex u
razli¢itim tkivima/organima Stakora kako bi se mogla procijeniti njegova moguca uloga u

budu¢im pato/fizioloskim, farmakoloskim i toksikoloSkim istrazivanjima.

Kako je nedovoljno istrazena ekspresija proteina rCfex u Stakora djelomicno posljedica i
nedostatka specificnih anti-rCfex protutijela, potrebno je ispitati specificnost istih za potrebe

imunokemijske analize proteina.

Buduéi je u ljudi i glodavaca, ukljucuju¢i i Stakora, uocena spolno-ovisna incidencija
urolitijaze, pretpostavljamo da bi razina ekspresije mRNA i proteina Cfex u organima Stakora

(rCfex) mogla biti ovisna o spolu, tj. regulirana spolnim hormonima.

Stoga, ciljevi ovog doktorskog rada su:

1) Konstruirati rekombinantni  plazmidni vektor s kloniranom cjelovitom
komplementarnom DNA (engl. complementary deoxyribonucleic acid, cDNA) za
rCfex kojime Ce se transfecirati stanice HEK293 (engl. Human Embrionic Kidney cells

293)

2) Ispitati specificnost komercijalno dostupnog poliklonskog protutijela za protein rCfex
(CFEX-Ab) u heterolognom ekspresijskom staniénom sustavu metodom
imunofluorescencijske analize upotrebom stanica HEK293 koje su transfecirane

rekombinantnim plazmidom s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex.

3) Istraziti ekspresiju mRNA za rCfex metodama klasi¢nog i/ili kvantitativnog RT-PCR-a
(engl. Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction — Reverzna transkripcija i
lan¢ana reakcija polimerazom), te odrediti stanicnu lokalizaciju i ekspresiju proteina
rCfex metodama imunofluorescencijske 1 western analize u razli¢itim
organima/tkivima Stakora (lat. Rattus norvegicus) soja Wistar:

» Bubrezi (lat. renes)
» Tanko crijevo (lat. intestinum tenue):
= Dvanaesnik (lat. duodenum)

= Tasto crijevo (lat. jejunum)
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= Vito crijevo (lat. ileum)
» Debelo crijevo (lat. intestinum crassum):
= Slijepo crijevo (lat. intestinum caecum)
= Debelo crijevo (lat. intestinum colon)
» Jetra (lat. hepar)

» Gusteraca (lat. pancreas)

4) Istraziti moguce spolne razlike u ekspresiji rCfex na razini mRNA (metodom RT-
PCR) i proteina (imunofluorescencijskom i western analizom) u bubrezima i ostalim

organima spolno zrelih Stakora.

5) Ispitati uc¢inke gonadektomije, tj. kastracije u muZzjaka i ovarijektomije u Zenki na

ekspresiju proteina rCfex metodama imunofluorescencijske i western analize.

6) Ispitati ucinke spolnih hormona (testosterona, estradiola i progesterona) u kastriranih
muzjaka na ekspresiju proteina rCfex metodama imunofluorescencijske i western

analize.

Dobiveni rezultati ovog doktorskog rada podrobno ¢e opisati stanicnu lokalizaciju i razinu
ekspresije mRNA i proteina rCfex te njegovu mogucéu spolno-ovisnu ekspresiju u razlic¢itim
tkivima/organima Stakora. Nova saznanja mogla bi pridonijeti boljem razumijevanju
pato/fizioloske uloge proteina CFEX/Cfex u nastanku urolitijaze/nefrolitijaze i drugih

pato/fizioloskih procesa u pokusnih zivotinja i ljudi.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Membranski prijenosnici

Membrana je osnovna stani¢na struktura koja obavija citoplazmu svih stanica (plazma
membrana) i1 njihove stani¢ne organele. Njezina osnovna funkcija je odrZavanje sastava
citoplazme, tj. reguliranje ulaska i izlaska razlicitih endogenih i egzogenih tvari. Zbog svoje
kemijske strukture (dvosloj fosfolipida), membrana je nepropusna za mnogobrojne molekule i
ione, a njihov prijenos kroz membrane stanica i stani¢nih organela posredovan je
membranskim proteinima, tj. prijenosnicima (engl. transporters) koji su prisutni u
eukariotskim stanicama svih organizama, ukljucujuci i sisavce (He i sur., 2009.; Vasiliou i
sur., 2009.). S obzirom na strukturu i mehanizme prijenosa moZemo ih podijeliti u kanale za
vodu, ionske kanale, ABC prijenosnike (engl. ATP-binding casettes) i membranske
prijenosnike otopljenih tvari (Lin i sur., 2015.; Vasiliou i sur., 2009.). U covjeka je dosada
otkriveno 395 razli¢itih membranskih prijenosnika otopljenih tvari koji prenose mnogobrojne
supstrate endogenog i egzogenog podrijetla, a razvrstani su u 52 obitelji unutar nadobitelji
SLC, pri ¢emu se prijenosnici u ljudi oznacavaju velikim slovima (SLC), a u zivotinjama
malima (Slc) (He i sur., 2009.; Hediger i sur., 2013.; Lin i sur., 2015.; Schlessinger i sur.,
2013.). Endogeni supstrati ukljucuju: aminokiseline, oligopeptide, glukozu i ostale Secere,
(an)organske katione 1 anione, zucne soli, esencijalne metale, biogene amine,
neurotransmitere, vitamine, masne kiseline, lipide, nukleozide i hormone, a egzogeni supstrati
ukljucuju razlicite toksine i mnogobrojne lijekove (He i sur., 2009.; Saboli¢ i sur., 2011.). Kao
izmjenjivaci aniona (engl. anion exchangers) prvotno su otkriveni proteini unutar obitelji
SLC4 koji posreduju u elektroneutralnoj izmjeni izvanstani¢nih iona klora za unutarstani¢ne
ione bikarbonata ¢ime doprinose odrzavanju vrijednosti pH i koncentraciji iona klora unutar
stanice, te posljedi¢no reguliraju volumen stanica (Nozawa i sur., 2004.). Potom je u ljudi i
glodavaca, ukljucuju¢i miseve i Stakore, otkrivena obitelj SLC26 ¢iji ¢lanovi posreduju u
prijenosu/izmjeni anorganskih aniona poput klorida, sulfata, jodida, bikarbonata i drugih
(Alper i Sharma, 2013.; Bissig i sur., 1994.; Everett i sur., 1997.; Hastbacka i sur., 1994.;
Hoglund i sur., 1996.; Kere i sur., 1999.; Lohi i sur., 2000.; Schweinfest i sur., 1993.).
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2.2. Obitelj membranskih prijenosnika otopljenih tvari 26

Obitelji SLC26 pridruzeno je 11 gena (SLC26A41-A11; SLC26A410 je pseudogen) koji kodiraju
za izmjenjivaCe aniona i anionske kanale. Prva cetiri Clana obitelji SLC26 otkrivena su
sredinom devedesetih godina proslog tisucljeca, dok su preostali otkriveni pocetkom ovog
tisu¢lje¢a. Clanovi obitelji SLC26/S1c26 pronadeni su u svim poznatim carstvima Zivih biéa
Sto upucuje na njihovu biolosku vaznost (Alper i Sharma, 2013.; Alvarez-Leefmans i Delpire,
2009.; Everett i Green, 1999.; Li i sur., 2014.). Proteini obitelji SLC26 smjeSteni su u
plazmatskim membranama stanica razli¢itih organa sisavaca, gdje posreduju prijenos
razli¢itih supstrata, propustaju¢i i/ili izmjenjuju¢i ione klorida (CI) za ione bikarbonata
(HCOy), sulfata (SO4Y), oksalata (Ox>), jodida (I), hidroksilnih iona (OH) i iona mravlje
kiseline (HCOQ") (Alper i Sharma, 2013.; Bissig i sur., 1994.; Jiang i sur., 2002.; Soleimani,
2001.; Xie i sur., 2002.). Proteini ove obitelji imaju vaznu ulogu u nizu fizioloskih procesa
poput razvoja kostura (Héstbacka i sur., 1994.), sinteze tiroidnog hormona (Everett i sur.,
1997.), transepitelnog prijenosa iona natrija i klora (Hoglund i sur., 1996.; Knaufi sur., 2001.;
Xie 1 sur., 2002.), izlu¢ivanja bikarbonata u distalnim dijelovima nefrona (Royaux i sur.,
2001.), izlu¢ivanja oksalata u crijevima i bubrezima (Brzica i sur., 2013.; Freel i sur., 2006.;
Holmes i Assimos, 2004.; Jiang i sur., 2006.), proizvodnji bronhijalne sluzi (Nakagami i sur.,
2008.; Nakao i sur., 2008.) i izlu¢ivanja bikarbonata u lumen izvodnih kanali¢a gusterace.
Medu clanovima obitelji SLC26, dosada su identificirane tri mutacije gena SLC26A4
(SLC2642, SLC26A3 i SLC26A44) koje su povezane s pojavom bolesti u ljudi poput
hondrodisplazije (SLC2642), kloridne dijareje (SLC26A43), nesindromske gluhoce DFNB4 i
Pendred sindroma, tj. gluho¢e koju karakterizira uvecani vestibularni akvadukt i cesto
eutiroidna guSavost (SLC26A44) (Alper i Sharma, 2013.; Everett i Green, 1999.; Héastbacka i
sur., 1994.; Ito i sur., 2011.; Jackson i sur., 2012.; Mount i Romero, 2004.; Schweinfest i sur.,
2006.; Sharma 1 sur., 2011.; Sheffield i sur., 1996.; Wedenoja i sur., 2011.). Za razliku od
navedenih, prava pato/fizioloska uloga ostalih sedam clanova obitelji proteina SLC26A jos
nije u potpunosti razjasnjena. Dodatno, u miSeva s inaktiviranim genima unutar obitelji Slc26
uoCen je nastanak odredenih patofizioloskih stanja poput urolitijaze (Slc26a6 1 Sic26al),
nesindromske gluhoce (Slc26a5), zelu¢ane hipokloridije (Slc26a7 i Slc26a9), distalne renalne
tubularne acidoze (Slc26a7) i neplodnosti kod muskog spola (Slc26a8) (Dawson i sur., 2010.;
Demitrack i sur., 2010.; Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.; Liu i sur., 2003.; Markovich,
2011.; Toure i sur., 2007.; Xu i sur.,, 2009.). Pokazano je da navedene mutacije u

membranskim domenama ili domeni STAS (engl. Sulphate Transporter and AntiSigma factor
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antagonist) proteina Slc26 uzrokuju poremecaj u funkcionalnoj ekspresiji spomenutih
proteina, najceS¢e u obliku poremecéenog transporta do stanicne membrane i zadrzavanja
proteina u endoplazmatskom retikulumu (Li i sur., 2014.). Tako je u ekspresijskom sustavu
stanica HEK293 uoc¢eno smanjenje transportne aktivnosti i ekspresije proteina SLC26A2 zbog
mutacija R279W, Q454P, C653S 1 A715V, te zadrZzavanje proteina u endoplazmatskom
retikulumu zbog mutacija AV340 i G678V (Karniski, 2004.). Dodatno, kod mutanata R279W
1 A386V izrazenih u ekspresijskom sustavu oocita X. laevis uoceni su poremecaji u transportu
i smanjenje ekspresije kod mutanta R279W, ali ne i kod mutanta A386V (Heneghan i sur.,
2010.). Mutacije u domeni STAS proteina SLC26A3 (npr. 1544N) i SLC26A4 (npr. H723R)
uzrokuju nepravilno smatanje (engl. folding) STAS domene i zadrzavanje proteina SLC26A3
u endoplazmatskom retikulumu, ili funkcionalni poremecaj proteina SLC26A3 (Choi i sur.,
2009.; Dorwart i sur., 2007.; Yoon i sur., 2008.). Takoder, mutacije gena SLC2648 (R87Q,
E812K i R954C), ¢iji je protein lokaliziran u testisima, smanjuju stabilnost i mogucénost
aktivacije proteina CFTR (engl. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
(Dirami i sur., 2013.; Li i sur., 2014.) koji zajedno s proteinima obitelji SLC26 regulira
apsorpciju kloridnih i izlu¢ivanje bikarbonatnih iona u razli¢itim epitelnim stanicama (Alper i

Sharma, 2013.; Dorwart i sur., 2007.; Ko i sur., 2002., 2004.).

2.2.1. Tkivna distribucija i ekspresija mRNA za CFEX/Cfex

Izmjenjiva¢ klora i mravlje kiseline SLC26A6/CFEX je prvi ¢lan obitelji SLC26 koji je
otkriven pretrazivanjem javno dostupnih baza podataka, a potom je cjelovita cDNA gena
SLC26A46 klonirana iz razli¢itih ljudskih tkiva (Lohi i sur., 2000.; Mount i Romero, 2004.).
Nakon toga, Cfex je kloniran iz bubrega miSeva (Mus musculus); bubrega, debelog crijeva i
gusterace zamorca (Cavia porcellus); cijelog organizma zebrice (Danio rerio) i razli¢itih tkiva
kalifornijske pastrve (Oncorhynchus mykiss) (Bayaa i sur., 2009.; Boyle i sur., 2015.; Knauf'i
sur., 2001.; Stewart i sur., 2011.). Tkivna raspodjela i razina ekspresije mRNA za CFEX/Cfex
u Covjeka i glodavaca, ukljuc¢ujuc¢i miseve i Stakore, istrazena je metodama northern analize i
RT-PCR-a. Tako je mRNA za CFEX/Cfex pronadena u razli¢itim tkivima ¢ovjeka (bubrezi,
gusteraca, srce, skeletni misi¢, jetra, posteljica, pluca i mozak) (Kujala i sur., 2005.; Lohi i
sur., 2000.; Waldegger i sur., 2001.), miSeva (bubrezi, tanko crijevo, testisi, mozak, skeletni
misi¢, srce, zeludac, pluca i jetra) (Alvarez i sur., 2004.; Knauf i sur., 2001.; Petrovi¢ i sur.,
2003a.; Wang i sur., 2002.; Xie i sur., 2002.) i Stakora (bubrezi i maternica) (Gholami i sur.,

2012.; Petrovi¢ i sur., 2003b.). Nadalje, northern analizom opisane su zonske razlike u
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ekspresiji mRNA za mCfex duZ crijeva u miSeva, pri ¢emu je njegova ekspresija veca u
tankom u odnosu na debelo crijevo (Wang i sur., 2002.). U bubregu Stakora su northern
analizom uocene zonske razlike u ekspresiji mRNA za rCfex, pri ¢emu je veca ekspresija
zabiljezena u kori u odnosu na srz (Petrovic¢ i sur., 2003b.). Dosadas$nja istrazivanja su otkrila
postojanje samo jedne izoforme mRNA/proteina Cfex u miseva i Stakora. Tako mRNA za
mCfex sadrzi 3329 pb od kojih 2208 pb kodiraju za sintezu proteina od 735 aminokiselinskih
ostataka (Aronson, 2002.; Dawson i sur., 2012.; Garcia-Perez i sur., 2012.; Jiang i sur., 2002.;
Knauf i sur., 2001.; Ohana i sur., 2013.; Song i sur., 2012.; Wang i sur., 2002.; Whittamore i
sur., 2013.; Xie i sur., 2002.) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), a mRNA za rCfex sadrzi 2543

pb od kojih 2277 pb kodiraju za sintezu proteina od 758 aminokiselinskih ostataka (Fraga i
sur., 2006.; Gholami i sur., 2012.; Simao i sur., 2013.) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Za
razliku od Stakora i miSeva, u ¢ovjeka je opisano Sest razlicitih transkripcijskih varijanti koje
kodiraju za 6 izoformi proteina CFEX (Corbetta i sur., 2009.; Freel i sur., 2009.; Ignatovich i
sur., 1999.; Li i sur., 2014.; Lohi i sur., 2000.; Markovich, 2001.; Singla i sur., 2010.; So i
sur., 2010.; Waldegger i sur., 2001.; Xie i sur., 2002.) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2.2. Tkivna distribucija i stani¢na lokalizacija proteina CFEX/Cfex

Tkivna distribucija i stani¢na lokalizacija proteina CFEX/Cfex u razli¢itim organima sisavaca
istrazivana je metodama imunocitokemijske i western analize. Prve imunokemijske analize u
tkivima Covjeka otkrile su stani¢nu lokalizaciju proteina CFEX u cetkastoj membrani (engl.
brush border membrane; BBM) i bazolateralnoj membrani (engl. basolateral membrane;
BLM) proksimalnih kanali¢a bubrega i apikalnoj membrani izvodnih kanali¢a gusterace (Lohi
i sur., 2000.). Druga skupina istrazivaca pronasla je njegovu lokalizaciju u BBM distalnih
dijelova nefrona ukljucujuci tanki i debeli uzlazni krak Henleove petlje, stanice guste pjege,
distalne zavijene kanalice i interkalirajuce stanice sabirnih kanali¢a (Kujala i sur., 2005.).
Osim toga, u ¢ovjeka je protein CFEX jo§ dodatno pronaden u apikalnoj membrani stanica
bogatih mitohondrijima (engl. Apical mitohondria-rich cells; AMRC) smjestenih u
kanali¢ima pasjemenika (lat. ductus epididymis) i u apikalnoj membrani necilijarnih stanica
tipa 1 1 2 smjeStenih u odvodnim kanali¢ima (lat. ductuli efferentes) glave pasjemenika
(Kujala i sur., 2007.). U razli¢itim sojevima miSeva (Swiss black, C57/BL, C57/BL/6J),
protein mCfex pronaden je u BBM proksimalnih kanali¢a bubrega, parijetalnih stanica zeluca

1 enterocitima tankog crijeva (dvanaesnika), te u plazmatskoj membrani kardiomiocita
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(Alvarez i sur., 2004.; Knauf i sur., 2001.; Petrovi¢ i sur., 2002., 2003a.; Wang i sur., 2002,
2005.). U razlicitih sojeva Stakora (Sprague-Dawley i WKY), protein rCfex je
imunolokaliziran u BBM proksimalnih kanaliéa smjeStenim u kori bubrega, apikalnoj
membrani izvodnih kanali¢a gusterace i apikalnoj membrani luminalnih i zljezdanih epitelnih,
te stromalnih stanica maternice (Gholami i sur., 2013.; Ko i sur., 2004.; Petrovi¢ i sur.,
2003b.). Takoder, Petrovi¢ i sur., (2003b). opisali su zonske razlike u ekspresiji proteina
rCfex duz nefrona, pri ¢emu je njegova ekspresija veca u kori u odnosu na vanjski i unutarnji
tracak bubrega. Nadalje, dosadasnji rezultati western analize detektirali su proteinske vrpce za
CFEX/Cfex razli¢itih molekulskih masa. Tako su u stani¢cnim membranama, izdvojenim iz
stanica HEK293 1 MDCK (engl. Madin-Darby Canine Kidney cells) koje su transfecirane sa
cDNA za CFEX, uocene proteinske vrpce za CFEX razli¢itih molekulskih masa, u rasponu od
84-200 kDa (Li i sur.,, 2014.; Waldegger i sur., 2001.). Suprotno tome, u stani¢nim
membranama izdvojenim iz stanica HEK293 koje su transfecirane sa cDNA za mCfex i
stanicnim membranama izdvojenim iz bubrega, srca i dvanaesnika miSeva (Alvarez i sur.,
2004.; Knauf i sur., 2001.; Wang i sur., 2002., 2005.), te bubrega i maternice Stakora
(Gholami i sur., 2012.; Petrovi¢ i sur., 2003b.), uocene su proteinske vrpce za Cfex veliCine

85-90 kDa.

2.2.3. Struktura proteina CFEX/Cfex

Trodimenzionalna struktura proteina CFEX/Cfex i drugih ¢lanova obitelji SLC26 jo$ uvijek
nije otkrivena (Alper i Sharma, 2013.). Medutim, upotrebom razli¢itih racunalnih programa za
predvidanje broja transmembranskih domena (npr. MEMSAT i TMpred), predlozeni su
strukturni modeli koji pretpostavljaju da su proteini obitelji SLC26, ukljucujué¢i i SLC26A6
(CFEX), gradeni od 10-14 (Alper i Sharma, 2013.), tocnije 10-12 transmembranskih a-
uzvojnica s NH,- i COOH-krajevima smjeStenim u citoplazmi (Slika 1) (Aravind i Koonin,
2000.; Li i sur., 2014.; Lohi i sur., 2000., 2003.; Moseley i sur., 1999.; Mount i Romero,
2004.; Saier i sur., 1999.; Waldegger i sur., 2001.). Rezultati istog istrazivanja pokazali su da
vecina Clanova obitelji SLC26, ukljucuju¢i i SLC26A6 (CFEX), posjeduje nekoliko N-
glikozilacijskih mjesta na drugoj izvanstanicnoj petlji (Slika 1). Medutim, nadeno je da clan
A8 obitelji SLC26 nije glikoziliran, a ¢lan A1l ima samo jedno N-glikozilacijsko mjesto na

Cetvrtoj izvanstani¢noj petlji (Li i sur., 2014.).
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Slika 1. Shematski prikaz sekundarne strukture proteina CFEX. Protein CFEX je
integralni membranski protein koji se sastoji od 12 transmembranskih domena s amino (NH;-)
1 karboksilnim (COOH-) krajevima smjeStenim u citoplazmi stanice. Sadrzi 5 unutarstani¢nih
1 6 izvanstanic¢nih petlji od kojih se na drugoj nalaze dva N-glikozilacijska mjesta (oznacena
zelenom bojom). Preuzeto i modificirano prema Li i sur., 2014.

Dodatno, utvrdeno je da zadnje tri aminokiseline (T-R-L) smjestene na COOH-kraju proteina
CFEX sacinjavaju domenu PDZ (engl. PSD-95 Discs-large ZO-1 homology). Na primjeru
proteina CFTR prethodno je pokazano da je domena PDZ vazna za njegovo usmjeravanje
prema apikalnoj plazma membrani, ali i ostvarivanje interakcije s drugim proteinima koji
sadrze istu domenu. (Lohi i sur., 2000.; Moyer i sur., 1999.). U skladu s time, kako je protein
CFEX lokaliziran na apikalnoj membrani epitelnih stanica gusterace i proksimalnih kanali¢a
bubrega, predloZzeno je da domena PDZ uvjetuje usmjeravanje proteina CFEX prema
apikalnoj membrani epitelnih stanica (Lohi i sur., 2000.). Dosada je pronadeno da barem pet
¢lanova obitelji SLC26 mogu formirati makromolekularne komplekse jer posjeduju vezujucu
domenu PDZ koja im omogucuje interakciju sa tzv. scaffolding proteinima (Lohi i sur.,
2002.). Primjerice, SLC26A3 moze formirati komplekse s proteinima kao sto su E3KARP i
CAP70, a Slc26a7 s proteinima E3KARP i NHERF (Lamprecht i sur., 2002.; Lohi i sur.,
2003.; Rossmann i sur., 2005.). Osim spomenutih proteina iz obitelji SLC26 pokazano je da i
protein CFTR moze vezati iste scaffolding proteine kako bi stvorio slican makromolekularni
kompleks (Wang i sur., 1998., 2000.). Nadalje, utvrdeno je da protein CFTR u tom kompleksu
utjece na aktivnost proteina Slc26a3, SLC26A4 i Slc26a6 (Ko i sur., 2002., 2004.). Kod
¢lanova obitelji SLC26 dodatno je utvrdeno da na svom COOH kraju, osim domene PDZ,
posjeduju domenu STAS (Alper i Sharma, 2013.; Aravind i Koonin, 2000.; Li i sur., 2014.).

Pokazano je da pomoc¢u domene STAS, proteini Slc26a3 i Slc26a6 takoder mogu povratno
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aktivirati protein CFTR 1 tako ostvariti finu regulaciju izlu€ivanja tekucine i elektrolita (iona
bikarbonata i klora) iz stanica u kojim se nalaze (Dorwart i sur., 2007.; Ko i sur., 2002., 2004.;

Wang i sur., 2006.).

2.2.4. Funkcionalna svojstva proteina CFEX/Cfex

Prva istrazivanja funkcije proteina SLC26A6/CFEX, eksprimiranog u jajaScima zabe X
laevis, pokazala su da protein CFEX sudjeluje u izmjeni iona klora (Cl') za ione mravlje
kiseline (HCOQ"), te je stoga dobio i naziv izmjenjivac¢ klora i mravlje kiseline (Aronson,
2006.; Knauf i sur., 2001.). Nadalje, provedena istrazivanja u heterolognom ekspresijskom
sustavu stanica HEK293, pokazala su da proteini CFEX/mCfex mogu izmjenjivati ione klora
za $irok spektar supstrata ukljuGujuéi i druge anione poput Ox*, HCO3, SO,*, OH’, SCN’,
NOs', te laktat i masne kiseline s kratkim i srednje dugackim lancima (Alvarez i sur., 2004.;
Chernova i sur., 2005.; Jiang i sur., 2002.; Ko i sur., 2002.; Knauf i sur., 2001.; Lohi i sur.,
2003.; Nozawa i sur., 2004.; Ohana i sur., 2011.; Shcheynikov i sur., 2006.; Wang i sur.,
2002.; Xie i sur., 2002.). Takoder, pokazano je da proteini CFEX/mCfex mogu posredovati
izmjenu aniona u kombinaciji: CI70x>, CI'/HCO5™ i Ox*/SO,4* (Jiang i sur., 2002.; Lohi i
sur., 2003.; Wang i sur., 2002.; Xie i sur., 2002.). Naime, u in vitro studijama provedenim u
jajascima zabe X. laevis 1 stanicama HEK?293 transfeciranim sa cDNA za mCfex utvrdeno je
da su elektrogene izmjene CI" za HCO5™ (1 CI72 HCO5), SO, i Ox”, te elektroneutralna
izmjena aniona klora za hidroksilne anione i anione mravlje kiseline posredovane
izmjenjivacem proteina mCfex (Alvarez i sur., 2004.; Aronson, 2006.; Jiang i sur., 2002.; Ko i
sur., 2002.; Mount i Romero, 2004.; Ohana i sur., 2011.; Shcheynikov i sur., 2006.; Wang i
sur., 2002.; Xie i sur., 2002.). Suprotno tome, u oocitama X. /aevis koje su transfecirane sa
cDNA za CFEX, nije detektirana elektrogena izmjena aniona CI/HCOj; unato¢ prisutnoj
elektrogenoj izmjeni Cl/0x* (Alper i Sharma, 2013.; Chernova i sur., 2005.; Dorwart i sur.,
2007.). Nadalje, rezultati istrazivanja kompeticije aniona pokazali su da protein mCfex ima
veéi afinitet za vezanje oksalata u odnosu na HCOO", CI, HCOs i SO,*, zbog &ega je
pretpostavljano da bi izmjena oksalatnog aniona mogla imati vazan fizioloski znacaj (Jiang i
sur., 2002.; Xie i sur., 2002.). Rezultati navedenih istrazivanja ukazali su na moguc¢e modele
unosa NaCl posredstvom proteina CFEX/Cfex kroz apikalnu membranu proksimalnih
kanali¢a bubrega i drugih tkiva (Slika 2). Tako je pretpostavljeno je da bi izmjenjujuci ione

klora (iz lumena bubreznih kanali¢a) za ione mravlje kiseline (iz citoplazme epitelnih stanica
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proksimalnih kanali¢a bubrega), protein mCfex mogao pridonijeti u reapsorpciji NaCl u
bubrezima, ali i u transepitelnom prijenosu ClI" u drugim organima poput gusterace i srca
(Knauf'i sur., 2001.). No, do danas je nejasno koji od predlozenih modela posreduje prikazani

prijenos aniona u fizioloskim uvjetima (Aronson, 2006.).

D
Na Na©
H* H
H,0
HCOO HCOO" 29
OH - A~ OH"
Ccr cr—Y1~
Izmjena ('I'-l[('()s" Izmjena CI™- OX2- Izmjena CI'-HCOO" Izmjena CI-OH"

Slika 2. Shematski prikaz modela unosa NaCl posredstvom proteina CFEX/Cfex na
apikalnoj membrani epitelne stanice. Prikazana je izmjena iona klora za: A. Bikarbonatne
ione. B. Oksalatne ione. C. Ione mravlje kiseline. D. Hidroksilne ione. Preuzeto i
modificirano prema Aronson, 2006.

Sumarno, iako je fizioloSka uloga proteina CFEX/Cfex u razli¢itim organima sisavaca (ljudi i
glodavaca) trenutno predmetom rasprave u znanstvenoj zajednici, dosadasnja funkcionalna
istrazivanja u heterolognim sustavima ekspresije proteina CFEX/Cfex ukazuju na ¢injenicu da
protein CFEX/Cfex ima visok afinitet vezanja oksalatnih i bikarbonatnih iona koje u zamjenu
za ione klora izbacuje iz unutra$njosti stanice preko stanicne membrane (Aronson, 2006.;

Chernova i sur., 2005.; Jiang i sur., 2002.; Xie i sur., 2002.).

2.2.5. Fizioloska uloga proteina CFEX/Cfex

Transepitelna apsorpcija aniona klora i izlu¢ivanje aniona bikarbonata, prisutnih u tjelesnim
teku¢inama svakog organizma, ima vaznu pato/fiziolosku ulogu u reguliranju pH i volumena
stanica u ljudi i glodavaca (Boron, 2004.; Casey i sur., 2010.; Chernova i sur., 2005.; Ohana i
igraju vaznu ulogu u odrZzavanju homeostaze organizma budu¢i da reguliraju razliite
fizioloske procese kao $to su odrzavanje stanicnog volumena, regulacija razine elektrolita i
odrZavanje acido-bazne ravnoteze u stani¢nim i izvanstani¢nim tekuc¢inama (Alper i Sharma,
2013.; Alvarez-Leefmans i Delpire, 2009.; Lohi i sur., 2000.; Ohana i sur., 2011.; Wang i sur.,

2006.). Fizioloska uloga proteina mCfex istrazivana je in vivo u miSeva Cfex'/' s inaktiviranim
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genom C(fex, u kojima je uofena smanjena izmjena iona klora i bikarbonata u BBM
izdvojenim iz bubrega i dvanaesnika u odnosu na miseve divljeg tipa Cfex"™" (Wang i sur.,
2005.). Dosadasnje studije ukazale su na mogucu tkivno-specifi¢nu ulogu proteina Cfex. Tako
je primjerice pokazano da u epitelnim stanicama dvanaesnika i bubrega (Aronson, 2006.;
Petrovi¢ i sur., 2003b.; Wang i sur., 2002., 2005.), te gusterace glodavaca, protein Cfex
poglavito sudjeluje u apsorpciji kloridnih i sekreciji bikarbonatnih iona (Alper i Sharma,
2013.; Stewart i1 sur.,, 2011.; Wang i sur., 2006.). Zbog toga je prvo predloZzeno da bi
sekrecijom bikarbonatnih iona u zamjenu za apsorpciju iona klora, protein Cfex mogao
doprinijeti zaluzivanju i zastiti epitela pocetnog dijela tankog crijeva od zelu¢anog sadrzaja
niske pH vrijednosti (Aronson, 2006.; Petrovi¢ i sur., 2003b.; Wang i sur., 2002., 2005.).
Naime, prijenos bikarbonata u lumen dvanaesnika ujedno osigurava optimalnu pH vrijednost
neophodnu za aktivnost probavnih enzima, dok njegov prijenos u lumen izvodnih kanali¢a

gusterace potencijalno sprjecava preuranjenu aktivnost proenzima acinusnih stanica.

Pritom su rezultati istih i narednih istrazivanja ukazali na postojanje visokog afiniteta za
vezanje oksalata, te je predloZeno da je druga fizioloska uloga proteina CFEX/mCfex, osim
izmjene CI/HCO3™ poglavito u epitelnim stanicama bubrega i crijeva, vjerojatno vezana uz
izmjenu C1/0x> u istim organima sisavaca (Aronson, 2006.; Jiang i sur., 2002.; Wang i sur.,
2002., 2005.; Xie i sur., 2002.). U skladu s time je, netom nakon otkri¢a stani¢ne lokalizacije i
ekspresije proteina mCfex u bubregu i tankom crijevu miSeva (Wang i sur., 2002.; Xie i sur.,
2002.), te spoznaje da je apsorpcija oksalata iz hrane bitan ¢imbenik koji doprinosi njegovom
povecanom izluc¢ivanju putem bubrega (Holmes i sur., 2001.), po prvi put pretpostavljeno da
bi mutacije gena CFEX (uz mutacije gena SLC26A41/SAT-1) mogle biti vazan ¢imbenik u
odredivanju rizika stvaranja bubreznih kamenaca ili nefrolitijaze (Xie i sur., 2002.). Dodatno,
istrazivanja funkcije proteina mCfex u organima miseva Cfex” pokazala su da nedostatak
ovog proteina u okvirima fizioloSkih uvjeta uzrokuje: 1) mjerljivu promjenu u izmjeni CI’
/Ox* iona u bubregu i CI/HCO; u tankom crijevu (dvanaesniku) ¢ime se ujedno remeti
transepitelni elektroneutralni prijenos (apsorpcija/reapsorpcija) iona Na' i CI” u proksimalnim
kanali¢ima bubrega (Aronson, 2006.; Wang i sur., 2002., 2005.), 2) pad izlucivanja, tj.
povecanje apsorpcije oksalata u tankom crijevu (dvanaesniku i vitom crijevu), ¢ime se
direktno doprinosi pojavi povecane koncentracije oksalata u krvi (hiperoksalemije) i urinu
(hiperoksalurije), i 3) konacno stvaranje bubreznih kamenaca u urinarnom traktu (urolitijazu)
u obliku kristala kalcijeva oksalata (Aronson, 2006.; Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.;

Wang i sur., 2005.). Stoga, trenutno se pretpostavlja da povecana apsorpcija oksalata u
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crijevima miSeva Cfex KO uzrokuje hiperoksalemiju, hiperoksaluriju i posljedi¢no urolitijazu
sugeriraju¢i mogucu pato/fiziolosku ulogu proteina mCfex u regulaciji razine oksalata u
organizmu i nastanku oksalatnih bubreznih kamenaca (Alper i Sharma, 2013.; Aronson,

2006.; Brzica i sur., 2009a., 2013.; Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.).

Dakle, iz dosada navedenih istrazivanja (Alper i Sharma, 2013.; Aronson, 2006.; Freel i sur.,
2006.; Jiang i sur., 2006.; Wang i sur., 2005.) razvidno je da protein Cfex ima nekoliko
mogucih fizioloskih uloga od kojih je, uz zada¢u izmjene CI/HCOs;  iona u bubrezima,
tankom crijevu i1 guSteraCi te transepitelni prijenos/reapsorpciju NaCl u bubregu, uloga u
sprjeCavanju nastanka patofizioloSkog stanja nefrolitijaze/urolitijaze u sisavaca postala

zariStem nedavnih ispitivanja.

2.3. Spolne razlike u ekspresiji membranskih prijenosnika

Dosadasnja istrazivanja u ljudi i glodavaca otkrila su postojanje spolnih razlika u procesima
transporta mnogobrojnih endogenih i egzogenih supstrata u razli¢itim organima ukljucujuci
crijeva, jetru, mozak i bubrege (Anton i sur., 1986.; Kleinman i sur., 1966.; Morissette i sur.,
1990.; Morris i sur., 2003.; Orzes i sur., 1985.; Sibug i sur., 1996.; Uhland-Smith i DeLuca,
1993.). Nadalje, spolne razlike u farmakokinetici i farmakodinamici razli¢itih tvari, koje
doprinose razlikama u procesima apsorpcije, distribucije, metabolizma i izlu¢ivanja tvari iz
organizma, dobro su poznate i utvrdene u ljudi i Zivotinja (Bonate, 1991.; Fletcher i sur.,
1994.; Harris i sur., 1995.; Mattison, 2013.; Morris i sur., 2003.; Soldin i Mattison, 2009.).
Naime, upotrebom razlicitih pokusnih Zivotinja (uglavnom miseva i Stakora), utvrdeno je da
spolni hormoni utjecu na prijenos tvari u bubrezima tako Sto reguliraju ekspresiju razlicitih
membranskih prijenosnika na razini transkripcije (mRNA) i/ili translacije (proteini) (Saboli¢ i
sur., 2007.). Drugim rije¢ima, u¢inak spolnih hormona na ekspresiju i aktivnost odredenih
prijenosnika tvari mogao bi razjasniti uocene spolne razlike u fizioloSkim, farmakoloSkim i
toksikoloskim studijama (Saboli¢ i sur., 2007.). Tako su istrazivanja mnogih autora pokazala
da je ekspresija membranskih prijenosnika u razli¢itim organima glodavaca ovisna o spolu, tj.
regulirana spolnim hormonima. Primjerice, u bubrezima glodavaca uocene su spolne razlike u
ekspresiji mRNA i proteina koji pripadaju dvjema nadobiteljima: ABC i SLC (Morris i sur.,
2003.; Saboli¢ i sur., 2007., 2011.). Tako je pokazano da je ekspresija mRNA/proteina
bubreznih prijenosnika nadobitelji ABC: Mrpl, Mrp3, Mrp4, Mrp5 (engl. Multidrug

resistance-associated protein 1,3,4,5), Mdrla, Mdrlb, Mdr2 (engl. Multidrug resistance
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protein la, 1b, 2) i Berp (engl. Breast cancer resistance protein) ovisna o spolu (Chen i
Klaassen, 2004.; Cui i sur., 2009.; Maher i sur., 2005.; Saboli¢ i sur., 2007., 2011.; Tanaka 1
sur., 2005.). Takoder, rastuci je broj istrazivanja koja pokazuju postojanje spolnih razlika u
ekspresiji mRNA/proteina bubreznih prijenosnika unutar nadobitelji SLC, ukljucujuci
prijenosnike za sljedece supstrate: a) organske anione (Slc22a6, Slc22a7, Slc22a8, Slc22al9 i
Slcola2), b) organske katione (npr. Slc22al, Slc22a2 i Slc47al) (Alnouti i sur., 2006.; Asaka
i sur., 2006.; Breljak i sur., 2010., 2013.; Cerrutti i sur., 2002.; Groves i sur., 2006.; Isern i
sur., 2001.; Lickteig i sur., 2008.; Lu i sur., 1996.; Ljubojevi¢ i sur., 2004.; Saboli¢ i sur.,
2011.; Simon i sur., 1999.; Terada i sur., 2006.; Urakami i sur., 1999., 2000.) i ¢) natrij i
glukozu (Slc5al i Slc5a2) (Balen i sur., 2008.; Saboli¢ i sur., 2006., 2012.). Nasuprot tome,
jos je uvijek mali broj istrazivanja koja se bave proucavanjem spolnih razlika u ekspresiji
mRNA/proteina bubreznih prijenosnika ¢ovjeka (Breljak i sur., 2016.; Saboli¢ i sur., 2007.;
Vrhovac i sur., 2015.).

Od trenutno poznatih prijenosnika oksalata (Sat-1, Cfex i Dra) koji moguée imaju znacajnu
ulogu u patofiziologiji nastanka nefrolitijaze/urolitijaze, dosada je istraZzen ucinak spolnih
hormona na ekspresiju prijenosnika sulfatnog aniona Sat-1 (Slc26al). Pokazano je da je
ekspresija proteina Sat-1 u bubrezima i jetri Stakora ovisna o spolu, tj. regulirana spolnim
hormonima. Toc¢nije, ekspresija proteina Sat-1 veca je u muzjaka u odnosu na zenke zbog
inhibitornog uc¢inka estradiola u jetri i bubrezima Stakora (Brzica i sur., 2009a.). Shodno tome,
kako je prijenosnik Sat-1 lokaliziran u BLM proksimalnih kanali¢a bubrega, pretpostavljeno
je da bi suradnja ovog proteina s drugim prijenosnikom oksalatnog aniona na apikalnoj strani
epitelnih stanica bubrega, moguce proteinom CFEX/Cfex, mogla biti klju¢na za izlu¢ivanje

oksalata iz organizma putem urina (Aronson, 2006.; Brzica i sur., 2013.; Wang i sur., 1996.).
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2.3.1. Spolni hormoni i mehanizmi njihovog djelovanja

Steroidni hormoni su lipofilne molekule, derivati kolesterola koji se sintetiziraju u testisima
nadbubreznoj zlijezdi, jajnicima i posteljici (Beato i Klug, 2000.; Li i Al-Azzawi, 2009.;
Taraborrelli, 2015.). U sisavaca, gonade i nadbubrezna Zlijezda sintetiziraju i izlucuju pet
grupa steroidnih hormona: estrogene, progestine, androgene, glukokortikoide i
mineralokortikoide koji reguliraju razlicite fizioloske procese u stanicama koje posjeduju
receptore za iste (Beato i Klug, 2000.). Prema starijim teorijama, steroidni hormoni zbog
svoje lipofilnosti prolaze kroz stani¢cnu membranu i u citoplazmi se vezu za specificne
receptore. Tako vezani/aktivirani djeluju kao transkripcijski Cinitelji, tj. vezu se kao
homodimeri ili heterodimeri na specifi¢ne response elemente u promotorskim regijama ciljnih
gena stimulirajuci ili inhibirajuéi njihovu transkripciju, a time i sintezu proteina (Foradori i
sur., 2008.; Heinlein i Chang, 2002a.; Quigley i sur., 1995.; Roy i sur., 1999.). Nasuprot tome,
istrazivanja u zadnjih par desetlje¢a pokazuju da uc¢inci hormona mogu biti posredovani i tzv.
negenomskim mehanizmima (Bjornstrom i Sjoberg, 2005.; Foradori i sur., 2008.). Naime,
razlicita istrazivanja in vitro i in vivo pokazala su da steroidni hormoni mogu posredno (ne
vezudi se direktno na DNA) regulirati transkripciju ciljnog gena vezuéi se na transkripcijske
¢imbenike u stani¢noj jezgri (Beato i Klug, 2000.; Bjornstrom i Sjoberg, 2005.; Foradori i
sur., 2008.; Gottlicher 1 sur., 1998.). Dodatno, pokazano je da steroidni receptori mogu

aktivirati unutarstani¢ne signalne molekule poput MAPK/ERK1/2 (engl. Mitogen-Activated

Protein Kinase)/ERK1/2 (engl. Extracellular-signal-regulated kinases) putem mehanizama
neovisnih o transkripciji gena (Castoria i sur., 1999.; Foradori i sur., 2008.; Migliaccio i sur.,
1996., 1998.). Osim toga, utvrdeno je da steroidni hormoni mogu uzrokovati brzi stani¢ni
odgovor i kada im je onemogucen ulazak u stanicu, npr. brzi rast unutarstani¢ne koncentracije
kalcija (Ca2+) (Audy 1 sur., 1996.; Azenabor i Hoffman-Goetz, 2001.; Benten i sur., 1998.,
2001.; Foradori i sur., 2007., 2008.; Lieberherr i sur., 1993.). Bitno je istaknuti kako su ovakvi
brzi efekti opisani za sve skupine steroidnih hormona, ukljucivsi i spolne hormone (Baulieu i

Robel, 1995.; Foradori i sur., 2008.; Moriarty i sur., 2006.; Wehling i sur., 2006.).

Glavni i najpotentniji estrogen u covjeka je 17p-estradiol, dok su estron i estriol prisutni u
manjim razinama. BioloSki ucinci estrogena posredovani su receptorima estrogena (engl.
Estrogen Receptors; ER) a i f koji su ¢lanovi velike nadobitelji jezgrinih receptora. Navedeni
receptori djeluju kao transkripcijski ¢imbenici aktivirani ligandom, a klasi¢éni molekularni
mehanizam djelovanja ER ukljucuje vezanje estrogena na receptore u stanicnoj jezgri, nakon

¢ega receptori stvaraju dimere i veZu se na specificne elemente ERE (engl. Estrogen Response
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Elements) koji se nalaze u promotorima ciljnih gena (Bjornstrom i Sjoberg, 2005.; Nilsson i
sur., 2001.). No, otkriveno je da ER mogu regulirati ekspresiju gena i na druge nac¢ine. Naime,
uoceno je da je jedna trecina gena u ¢ovjeka regulirana ER-ima unato¢ tome S$to ne posjeduju
sekvence ERE (Bjornstrom i Sjoberg, 2005.; O’Lone i sur., 2004.). Iako to¢ni molekularni
mehanizmi kojima ER reguliraju transkripciju preko drugih response elemenata jo§ nisu
razjasnjeni, uoceno je da ER mogu regulirati ekspresiju gena bez direktnog vezanja za
molekulu DNA. Zapravo ER mogu modulirati funkciju drugih klasa transkripcijskih
¢imbenika vezuc¢i se na proteine u stani¢noj jezgri (Gottlicher i sur., 1998.). Dodatno,
pronadeno je da odreden broj gena reguliranih estrogenima posjeduje tzv. polu-ERE mjesta
(engl. ERE halfsites) ili mjesta na koja se veze tzv. orphan nuclear hormone receptor SF-1
(SF-1 response elements ili SFRE), te sluZze kao mjesta vezanja ERa (O’Lone i sur., 2004.;
Vanacker i sur., 1999.). Takoder, uoc¢eno je da su odredeni ucinci estrogena toliko brzi da se
ne mogu objasniti klasicnim (genomskim) mehanizmom stimulacije sinteze mRNA 1 proteina.
Navedeni brzi ucinci su posredovani aktivacijom razlic¢itih kaskada protein kinaza nakon
vezanja estrogena za ER smjeStenih na stani¢noj membrani (Bjornstrém i Sjoberg, 2005.;
Falkenstein i sur., 2000.; Losel i Wehling, 2003.; Moriarty i sur., 2006.; Revelli i sur., 1998.;
Wehling, 1997.). Osim toga, pokazano je da negenomski ucinci estrogena mogu posredno
utjecati na ekspresiju gena aktiviraju¢i stani¢ne signalne putove koji naposljetku djeluju na
odredene transkripcijske ¢imbenike. Primjerice, mnogi transkripcijski Cinitelji poput AP-1
(engl. Activator protein-1) su regulirani fosforilacijom, te mogu biti meta tzv. negenomskom
ucinku estrogena (Bjornstrom 1 Sjoberg, 2005.; Gottlicher i1 sur., 1998.; Losel i Wehling,
2003.; Moriarty i sur., 2006.). No, zbog otkrica mnogih primjera u kojima podrazaji s
membrane, putem aktivacije signalnih kaskada u stanici, utjeCu na transkripciju gena, razlika
izmedu tzv. genomskih i negenomskih mehanizama postaje sve manje jasna (Moriarty 1 sur.,

2006.).

Progesteron, kao lipofilna molekula prolazi kroz plazmatsku membranu i u stanicnoj jezgri se
veze na progesteronske receptore (A 1 B) (engl. Progesterone Receptors; PR) §to za
posljedicu ima aktivaciju 300 razli¢itih koregulatora (koaktivatora i korepresora) nuznih za
reguliranje transkripcije specifi¢nih gena i posljedi¢nu sintezu odgovarajucih proteina (Lonard
i sur., 2007.; Taraborrelli, 2015.) No, dosadasnja istraZzivanja su, osim spomenutog
genomskog (klasi¢nog) mehanizma djelovanja, otkrila postojanje brzih u¢inaka progesterona
na razliite stanicne signalne putove, neovisne o regulaciji transkripcije gena (Lonard i sur.,

2007.; Losel i Wehling, 2003.; Taraborrelli, 2015.). Takvi negenomski ucinci progesterona
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karakterizirani su toliko brzim efektima (u okviru sekundi ili minuta) koji se ne mogu
objasniti utjecajem na transkripciju gena i posljedi¢nu sintezu proteina. Osim toga, isti ucinci
su pronadeni u eritrocitima i krvnim plo¢icama koje nemaju stani¢nu jezgru i ne pokazuju
supresiju inhibitorima za steroidne jezgrine receptore (Gellersen i1 sur., 2009.; Losel i
Wehling, 2003.; Revelli i sur., 1998.; Taraborrelli, 2015.). lako nedostaju nepobitni dokazi,
uvrijezeno je misljenje da negenomski ucinci progesterona zapo€inju na stani¢noj povrsini

putem specifi¢nih receptora vezanih uz plazmatsku membranu (Gellersen i sur., 2009.).

Androgeni, muski spolni hormoni, uglavnom se sintetiziraju u testisima i neS$to manje u
nadbubreznoj Zlijezdi. Njima pripadaju testosteron i Sa-dihidrotestosteron (DHT) koji su
odgovorni za oblikovanje musSkog fenotipa tijekom embriogeneze i za postizanje spolne
zrelosti (Heemers 1 sur., 2006.; Li i Al-Azzawi, 2009.). Kao i kod estrogena i progesterona,
testosteron i DHT vecinu svojih ucinaka ostvaruju vezu¢i se na specificne receptore za
androgene (engl. Androgen Receptors; AR) koji pripadaju velikoj nadobitelji ligandom
aktiviranih jezgrinih receptora za hormone (Mangelsdorf i Evans, 1995.). Naime, testosteron i
DHT se vezu za AR koji stvara dimere, veZe se za specificna mjesta u ili blizu tzv. ARE
(engl. Androgen Response Elements), te posljedi¢no potice transkripciju specificnih gena
(Heemers i sur., 2006.; Li i Al-Azzawi, 2009.). Osim ovog genomskog ili klasi¢nog ucinka,
sve veci broj istrazivanja ukazuje da i androgeni takoder mogu ostvarivati brze negenomske
ucinke (Falkenstein i Wehling, 2000.; Li i Al-Azzawi, 2009.; Revelli i sur., 1998.; Wehling,
1997.). To obi¢no podrazumijeva brzu indukciju kaskade drugih glasnika, ukljucujuéi porast
slobodnog unutarstanicnog kalcija, aktivaciju protein kinaze A i C te MAPK, S$to vodi
razli¢itim stanicnim odgovorima poput relaksacije glatkih miSi¢a i neuromuskularnog
prijenosa signala (Heinlein i Chang, 2002b.; Li i Al-Azzawi, 2009.). lako je poznato da AR,
PR i ER mogu aktivirati signalni put MAPK/ERK neovisno o njihovoj transkripcijskoj
aktivnosti, pretpostavlja se da vecina negenomskih ucinaka ukljucuje vezanje spolnih
(steroidnih) hormona za membranske receptore (Boonyaratanakornkit i sur., 2001.; Kousteni i
sur., 2001.; Li 1 Al-Azzawi, 2009.; Migliaccio i sur., 2000.). Unato¢ tome, dokazi za
postojanje AR vezanog uz membranu jo$ uvijek nisu opcenito prihvaceni (Li i Al-Azzawi,

2009.).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Pokusne Zivotinje

o Stakori vrste Rattus norvegicus soja Wistar (Institut za medicinska istrazivanja i

medicinu rada, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. Stanicna linija

e Stani¢na linija bubrega ljudskog embrija HEK293T (ATCC® CRL-3216")

3.1.3. Bakterijske stanice

e Kompetentne bakterije vrste E. coli soja DH5a (ThermoFisher, SAD)

3.1.4. Plazmidni vektori

e Plazmid pJET1.2/blunt (ThermoFisher Scientific, SAD)
e Plazmid pcDNA™ 3.1His/C (Invitrogen, SAD)

3.1.5. Puferi, otopine i kemikalije

3.1.5.1. Anestezija

e Narketan (Chassot AG (Bern, Switzerland)
e Xylapan (Chassot AG (Bern, Switzerland

3.1.5.2. Spolni hormoni

e Progesteron (RotexMedica GmbH, Njemacka)
e Estradiol propionat (RotexMedica GmbH, Njemacka)
o Testosteron enantat (Galenika, Srbija)

e Suncokretovo ulje (Zvijezda, Hrvatska)
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3.1.5.3. Izdvajanje RNA

e RNAlater (Sigma, SAD)
e TRIzol (Invitrogen, SAD)
e Komplet za proc¢is¢avanje ukupne staniéne RNA — RNeasy Mini Kit (QIAGEN,
SAD):
o Kolone za procis¢avanje RNA
o Puferi za ispiranje
o deH,O bez nukleaza
o Mikroepruvete za sakupljanje RNA
e Kloroform (Fisher Biotech, SAD)
e Etanol; apsolutni (Kemika, Hrvatska)

e [zopropanol (Kemika, Hrvatska)

3.1.5.4. Reakcija reverzne transkripcije

e Komplet reagensa za reverznu transkripciju — High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, SAD):
o Reverzna transkriptaza MultiScribe™; 50 U/uL
o Pufer za reverznu transkriptazu MultiScribe™; 10x
o Smjesa ANTP u jednakim omjerima: dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 25x
o Nasumicne pocetnice (engl. random primers); 10x

o Inhibitor RNaze; 20 U/uL.

3.1.5.5. Klasicna lancana reakcija polimerazom

e DNA polimeraza AmpliTaq®; 5 U/pL (Applied Biosystems, SAD)

e Pufer za DNA polimerazu AmpliTaq®; 10x (Applied Biosystems, SAD)

e DNA polimeraza Phusion High-Fidelity; 2 U/pL (Finnzymes, Finska)

e Pufer za DNA polimerazu Phusion High-Fidelity; 5x (Finnzymes, Finska)

e Smjesa ANTP u jednakim omjerima: dATP, dCTP, dGTP, dTTP; 10 mM
(Applied Biosystems, SAD)
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e Parovi oligonukelotidnih pocetnica za umnazanje odsjecka cDNA za
odredivanje ekspresije gena u razliitim tkivima Stakora; 100 uM (Invitrogen,
SAD): 1) pocetnica F (engl. forward primer — pocetnica komplementarna 5'
kraju cDNA lanca) i pocetnica R (engl. reverse primer — pocetnica
komplementarna 3' kraju cDNA lanca) za:

o rCfex (F1iRl)

o rp-aktin (engl. rat beta actin — beta aktin u Stakora) (F i R)

o rHprtl (engl. rat hypoxanthine-guanine phosphoribosy! transferase I —
hipoksantin gvanin fosforibozil transferaza 1 u Stakora) (F i R)

e Parovi oligonukelotidnih pocetnica za umnazanje cjelovite cDNA gena rCfex;

100 uM (Invitrogen, SAD):
o rCfex (F21R2)
o rCfex (F31R3)
o rCfex (F41iR4)

e Parovi oligonukleotidnih pocetnica za umnazanje mjesta za viSestruko
kloniranje (engl. Multiple Cloning Site; MSC) plazmidnog vektora pJET1.2
/blunt

e pJET1.2/blunt (FiR)

e Parovi oligonukleotidnih pocetnica za umnazanje MSC plazmidnog vektora

pcDNA™3 1/HisC
o pcDNA™3.1/HisC (F i R)
e deH,0 bez nukleaza (Gibco, SAD)

3.1.5.6. Kvantitativna lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

e Smjesa reagensa za kvantitativni PCR u stvarnom vremenu — TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, SAD)

e Smjesa para oligonukleotidnih pocetnica i fluorescentno obiljezenog
oligonukleotida, tzv. TagMan® sonde - TagMan® Gene Expression Assay
(Applied Biosystems, SAD) za:

o rCfex (Rn01445892 ml)

o rf-aktin (Rn00667869 ml)
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3.1.5.7. Elektroforetsko razdvajanje nukleinskih kiselina

Agaroza (Sigma, SAD)
Etidij bromid; 10 mg/mL (Sigma, SAD)
TAE (Tris-acetat-EDTA) pufer; pH 8:
o 10 mM Tris (Sigma, SAD)
o 5 mM Na-acetat (Sigma, SAD)
o 0,5mM EDTA (Sigma, SAD)
Pufer za nanoSenje uzoraka RNA na gel:
o 50% glicerol (Merck, Njemacka)
o 1 mM EDTA (Sigma, SAD)
0,25 % bromfenol modrilo (Sigma, SAD)
Pufer za nanosSenje produkata reakcije PCR na gel:
o 50 % glicerol (Merck, Njemacka)
o 1 mM EDTA (Sigma, SAD)
0,25 % ksilen cijanol (Sigma, SAD)
DNA biljeg 1 — FastRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific, SAD)
DNA biljeg 2 — GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, SAD)

3.1.5.8. Sekvenciranje

Komplet za procis¢avanje produkata reakcije PCR iz gela QlAquick Gel
Purification Kit (QIAGEN, SAD):

o kolone za proc¢isc¢avanje DNA QIlAquick Spin

o Puferi

o Mikroepruvete za sakupljanje DNA
Komplet reagensa za sekvenciranje — ABI PRISM BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, SAD)
Parovi oligonukleotidnih pocetnica za umnazanje odsjecka cDNA gena rCfex;
3,2 pmol (Invitrogen, SAD):

o rCfex (F1iR1)
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Parovi oligonukleotidnih pocetnica za umnazanje razliCitih odsjecaka cDNA za
potrebe cjelovitog sekvenciranja gena rCfex; 3,2 pmol (Invitrogen, SAD):
e pJETI1.2/blunt (F i R) za umnazanje MSC plazmidnog vektora pJET1.2
e rCfex (F21R2)
e r(Cfex (F31R3)

3.1.5.9. Molekularno kloniranje gena rCfex

Komplet reagensa za izdvajanje i procis¢avanje produkata reakcije PCR iz gela
MinElute Gel Extraction Kit (QIAGEN, SAD)

Komplet reagensa za molekularno kloniranje gena - CloneJet PCR Cloning Kit
#K1231, #K1232 (ThermoFisher Scientific, SAD)

Komplet reagensa za izdvajanje plazmidne DNA - QlAprep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN, SAD)

Restrikcijski enzimi: EcoRl, Nhel i Apal (Thermo Scientific, SAD)

DNA polimeraza Phusion High-Fidelity (Finnzymes, Finska)

Luria Bertani (LB) Broth (Sigma, SAD)

LB Agar (Sigma, SAD)

Ampicilin (Sigma, SAD)

DMEM (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (ThermoFisher Scientific,
SAD)

Govedi serum neokocenog teleta (engl. Fetal Bovine Serum; FBS) (Biosera,
Francuska)

Polietilenimin (engl. polyethylenimine; PEI) (Aldrich, SAD)

3.1.5.10. Izdvajanje ukupnih stani¢nih membrana

Homogeniziraju¢i pufer za izdvajanje ukupnih stani¢nih membrana; pH 7,4:
o 300 mM manitol (Sigma, SAD)
o 5mM EGTA (Sigma, SAD)
o 12 mM Tris-HCI (Sigma, SAD)
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e PMSF (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride — fenil-metil-sulfonil fluoride); 200
mM otopina u etanolu (Sigma, SAD)

e Smjesa inhibitora proteaza (AEBSF, EDTA, bestatin, E-64, leupeptin, aprotinin) u
tabletama (Sigma, SAD)

3.1.5.11. Odredivanje koncentracije proteina spektrofotometrijskom metodom po
Bradfordu

e  Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Njemacka)
e BSA (engl. Bovine Serum Albumin — albumin govedeg seruma) (Sigma, SAD)
e 98-100% mravlja kiselina (Kemika, Hrvatska)

3.1.5.12. SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis - natrij dodecil elektroforeza u poliakrilamidnom gelu) i
western analiza

e  Pufer za pripremu proteinskih uzoraka (Laemmli pufer):
o 0,5M Tris-HCI, pH 6,8 (22% v/v) (Sigma, SAD)
o 30 % SDS (12% v/v) (Sigma, SAD)
o 80 % glicerol (54% v/v) (Merck, Njemacka)
o Zasi¢ena otopina brom fenol modrila (12% v/v) (BioRad, SAD)
e  Akrilamid/bisakrilamid:
o 30 g akrilamida (Fisher Scientific, SAD)
o 0,8 g bis-akrilamid (Fisher Scientific, SAD)
e 100 mL deH,O
e APS ( engl. Ammonium persulfate — amonijev persulfat): 14% otopina u deH,O
(BioRad, SAD)
e  Pufer za pripremu 10 % gela za razdvajanje (donji gel): 0,5 M Tris-HCI, pH 8,9
e  Pufer za pripremu 4 % gela za sabijanje (gornji gel): 1,5 M Tris-HCI, pH 6,8
e SDS (engl. Sodium Dodecyl! Sulfate — natrij dodecilsulfat); 10 % otopina u deH,O
(Sigma, SAD)
e TEMED (N,N,N'N'-Tetrametil-etan-1,2-diamin) (Sigma, SAD)
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e Izopropanol (Kemika, Hrvatska)
e Pufer za elektroforezu proteina:
o 25 mM Tris (Sigma, SAD)
o 0,2 M glicin (Sigma, SAD)
o 1% SDS (Sigma, SAD)
e Metanol (Kemika, Hrvatska)
e  Pufer za prijenos proteina:
o 15,6 mM Tris, pH 8,3 (Sigma, SAD)
o 120 mM glicin (Sigma, SAD)
o 20 % metanol (Kemika, Hrvatska)
e Otopina za bojanje proteina: 0,2 % Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva,
Njemacka) u otopini za odbojavanje
e Otopina za odbojavanje (metanol : octena kiselina : deH,O u omjeru 5:1:4)
e  Pufer za blokiranje; pH 7.,4:
o 5 % nemasno mlijeko u prahu (razli¢iti proizvodaci)
o 150 mM NaCl (Kemika, Hrvatska)
o 1 % Triton-X-100 (Merck, Njemacka)
o 20 mM Tris-HCI (Sigma, SAD)
o 0,02 % NaNOs (Fisher Scientific, SAD)
o BCIP (engl. 35-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate — 5-bromo-4-kloro-3'-
indolilfosfat p-toluidinska sol) (Sigma, SAD)
e NBT (engl. Nitro Blue Tetrazolium chloride — nitro-plavi tetrazolijski klorid)
(Sigma, SAD)
e  Tris pufer: 20 mM (HOCH;);CNH; u H>O, pH 9 (Sigma, SAD)
e Hidrofobna najlonska membrana: Immobilon PVDF (engl. Polyvinylidene
[fluoride - poliviniliden fluorid); 0,45 um (Milipore, SAD)
e Proteinski biljeg - PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific,
SAD)
e Predmetna stakalca Superfrost/Plus (Fisher Scientific, SAD)
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3.1.5.13. Rezanje tkiva kriostatom

e  Saharoza: 30 % otopina u PBS puferu (Fisher Scientific, SAD)
e Polimerni medij za uklapanje: Compound 4583 O.C.T. (Vector Labs, SAD)

3.1.5.14. Imunofluorescencijska analiza

e PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline — fosfatni pufer), pH 7,4:
o 140 mM NaCl (Kemika, Hrvatska)
o 4 mM KCI (Kemika, Hrvatska)
o 8 mM K,HPO,4 (Kemika, Hrvatska)
o 2 mM KH,PO, (Kemika, Hrvatska)
e HS-PBS (engl. High Salt-PBS):
o PBS
o 1,8 % (g/v) NaCl (Kemika, Hrvatska)
e SDS: 1 % otopina u deH,O (Sigma, SAD)
e NaNj (natrijev azid) (Fisher Scientific, SAD)
e Paraformaldehid: 4 % otopina u PBS puferu (Sigma, SAD)
e Kiilol (Kemika, Hrvatska)
e Etanol: 96 %, 75 % 1 60 % otopina u deH,O (Kemika, Hrvatska)
e  Citratni pufer: 10 mM limunska kiselina/Tris, pH 3, pH 6 i pH 8 (Sigma, SAD)
e  Triton-X-100: 0,1 %; 0,5 % i 2 % otopina u PBS puferu (Merck, Njemacka)
e BSA: 1 % otopina u PBS puferu (Sigma, SAD)

e Otopina za ocuvanje fluorescencije: Vectashield (Vector Laboratories, SAD)
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3.1.5.15. Protutijela za western i imunofluorescencijsku analizu

e Primarna protutijela:

o Protutijelo za protein hCFEX (CFEX-Ab) — poliklonsko protutijelo
proizvedeno u kozi upotrebom imunizirajuceg peptida sa C-terminalnog
kraja proteina CFEX (CFEX/SLC26A6) (C17, sc-26728; Santa Cruz
Biotechnology, SAD) i odgovaraju¢i imunizacijski peptid (sc-26728 P
Santa Cruz Biotechnology, SAD)

o Protutijelo za a-podjedinicu Na'/ K'-ATPaze (Na/K-ATPaza-Ab) —
misje monoklonsko protutijelo (sc-48345; Santa Cruz Biotechnology,
SAD)

o Protutijelo za aktin (aktin-Ab) — miSje monoklonsko protutijelo
(MAB1501R; Milipore, SAD)

o Protutijelo za polihistidinski biljeg 6xHis u MSC plazmidnog vektora
pcDNA™3 1/HisC (6xHis-Ab) — misje monoklonsko protutijelo
(Clontech Laboratories, Inc., SAD)

e Sekundarna protutijela:

o DAG-CY3 (engl. Donkey Anti Goat-CY3) — magarece protutijelo protiv
kozjeg imunoglobulina klase G (IgG) obiljezeno fluorescencijskom
bojom CY3; 1,9 pg/mL (Jackson ImmunoResearch Laboratories, SAD)

o GAM-AP (engl. Goat Anti Mouse-Alkaline Phosphatase) — kozje
protutijelo protiv misjeg IgG obiljeZeno enzimom alkalnom fosfatazom;
0,25 pg/mL (Kirkegaard & Perry, Gaithersburg, SAD)

o GAM-FITC (engl. Goat Anti Mouse-Fluorescein Isothiocyanate) —
kozje protutijelo protiv mi§jeg IgG obiljezeno fluorescencijskom bojom
fluorescein-izotiocijanat; 8 ug/mL  (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, SAD)

o RAG-AP (engl. Rabbit Anti Goat-Alkaline Phosphatase) — kuniéje
protutijelo protiv kozjeg IgG obiljezeno enzimom alkalnom fosfatazom;

0,6 pg/mL (Jackson ImmunoResearch Laboratories, SAD)
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3.1.6. Laboratorijska oprema i potro$ni materijal

e Uredaj za PCR: 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, SAD)
e Uredaj za PCR: T100 Thermal Cycler (BioRad, SAD)
e Uredaj za PCR: Biometra T Personal (Biometra GmbH, Njemacka)
e Uredaj za Real-time PCR: 7500 Real Time PCR (Applied Biosystems, SAD)
e Cetverokapilarni automatski uredaj ABI PRISM 3100: Avant DNA Genetic Analyser
(Applied Biosystems, SAD)
e UV transiluminator: FBTIV-88 (Fisher Scientific, SAD)
o Centrifuge:
o Mikrocentrifuga s hladenjem: 5417 R (Eppendorf, Njemacka)
o Mini spin centrifuga (Eppendorf, Njemacka)
o Centrifuga s hladenjem: Sorvall RC2B, rotor SS-34 (Sorvall
Instruments, SAD)
o Ultracentrifuga: Sorvall OTD-Combi, rotor T-875 (Sorvall Instruments,
SAD)
e Spektrofotometar za mjerenje koncentracije proteina: CECIL 9000 (Cambridge,
Velika Britanija)
e Biospec-nano spektrofotometar za mjerenje koncentracije i cCistoe nukleinskih
kiselina (Shimadzu, Japan)
e Termoblok: Thermomixer Comfort 1,5 mL (Eppendorf, Njemacka)
e Inkubator za rast i odrzavanje stani¢nih kultura (Heraeus Instruments GmbH,
Njemacka)
e Inkubator za rast i odrzavanje bakterijskih kultura (Termo-medicinski aparati Bodalec
i Havoi¢, Hrvatska)
e Laminar (KlimaOprema, Hrvatska)
o Elektri¢ni homogenizator: Powergen 125 (Fisher Scientific, SAD)
e Sustav za vodoravnu elektroforezu nukleinskih kiselina u gelu agaroze: Midigel
Horizontal System (Fisher Scientific, SAD)
o Sustav za vertikalnu elektroforezu proteina: Mini Protean III Cell (BioRad, SAD)
o Sustav za prijenos/transfer proteina: Mini Trans-Blot Cell (BioRad, SAD)

e Kriomikrotom: Leica CM 1580 (Leica Instruments, Njemacka)
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e Fluorescencijski mikroskop: OPTON III RS (Opton Feintechnik, Njemacka)

e Digitalna kamera: Spot RT (Diagnostic Instruments, SAD)

¢ Digitalni fotoaparat: OLYMPUS Camedia C-770 (Olympus, SAD)

o Konfokalni laserski pretrazni mikroskop Leica TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems,
Njemacka)

e Uredaj za izvor elektri¢ne struje (engl. Power supply): Power Pac Basic (BioRad,
SAD)

e Automatske pipete s promjenjivim volumenom (0,1-2,5 pL; 0,5-10 pL; 2-20 pL; 20-
200 pL 1 100-1000 pL) (Eppendorf, Njemacka)

e Hamilton Sprice s promjenjivim volumenom (1-10 pL, 1-25 pL i 1-50 pL) (Hamilton,
SAD)

o Kivete za spektrofotometar (Sarstedt, Njemacka)

e Digestor

e Tehnicka vaga

e Analiticka vaga

e Vibracijska mijesSalica: Genie 2 Vortex (Fisher Scientific, SAD)

e Mikrovalna peénica Moulinex compact

e Hladnjaci (4°C) i zamrzivaci (-20°C 1 -80°C)

e Skener: Canon 5600F

e Racunalo: Asus MSGW

e Mikrotubice za PCR (0,2 mL) (Applied Biosystems, SAD)

e Opticke mikrotubice s optickim ¢epovima (0,2 mL) (Applied Biosystems, SAD)

e Mikrotubice (1,5 mL i 2 mL) (Eppendorf, Njemacka)

e Nastavci za pipete (10, 20, 100, 200, 1000 pL) (Eppendorf, Njemacka)

e Polipropilenske tubice s cepom (5, 151 50 mL) (Falcon, Njemacka)

e CitoOne® plocice s 24 jazice (Starlab GmbH, Njemacka)

e Pokrovna stakalca broj 1, kruzna (Marienfeld GmbH, Njemacka)
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3.1.7. Racunalni programi

e Adobe Photoshop 6.0 (http://www.adobe.com)
e BioEdit (v.7.0.9.0) (http://www.ebi.ac.uk/)
o  ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/)

e Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/)

e Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

e  Primer3 (v. 0.4.0) (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
e STATISTICA 12 (StatSoft, SAD)

e 7500 System Software (Applied Biosystems, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Uzgoj pokusnih Zivotinja

U istrazivanjima su rabljeni spolno zreli (3 mjeseca stari) i spolno nezreli (26 dana stari)
Stakori oba spola soja Wistar uzgojeni u Jedinici za laboratorijske zivotinje Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada (IMI) u Zagrebu. Zivotinje su uzgajane u
kontroliranim uvjetima s periodicnom izmjenom svjetla i tame svakih 12 sati, stalnom
temperaturom od 24°C i slobodnim pristupu hrani i vodi. Zivotinje su Zrtvovane prekidanjem
vratne kraljeznice nakon ¢ega su uzorkovani razliciti organi. Pokusi su odobreni od Etickog
povjerenstva IMI prigodom odobravanja znanstvenog projekta MZOS 022-0222148-2146

(voditelj: dr. sc. Ivan Saboli¢, dr. med.).

3.2.2. Gonadektomija pokusnih Zivotinja i tretman spolnim hormonima

U svrhu ispitivanja ovisnosti ekspresije proteina rCfex o spolu, Stakori (starosti 6 tjedana) su
gonadektomirani; muzjacima su kroz skrotum odstranjeni testisi (kastracija), a Zenkama
jajnici dorzalnim, tj. lumbalnim putem (ovarijektomija). Zivotinje su operirane uz primjenu
odgovarajuée anestezije (Narketan, 80 mg/kg t.m. i Xylapan, 12 mg/kg t.m. i.p.). Zivotinje su
zrtvovane 6 tjedana nakon postupka gonadektomije. Kao kontrole, rabljene su Zivotinje koje
su prosle sve korake operativnog zahvata, ali im nisu odstranjenje spolne zlijezde. U svrhu
odredivanja u¢inaka spolnih hormona na ekspresiju proteina rCfex, kastrirani muzjaci tretirani
su sa spolnim hormonima ukljucujuéi testosteron enantat, estradiol propionat ili progesteron
(2,5 mg/kg t.m. subkutano tijekom 14 dana). Buduci su spolni hormoni pripremljeni u
suncokretovom ulju, kontrolne Zzivotinje tretirane su suncokretovim uljem (0,5 mL/kg

t.m./dan). U svakoj pokusnoj skupini bilo je 3-6 zivotinja.
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3.2.3. QOdredivanje relativne ekspresije mRNA za rCfex

3.2.3.1. Izdvajanje i prolis¢avanje ukupne staniéne RNA

Nakon zrtvovanja, uzorci razli¢itih tkiva i organa uronjeni su u otopinu RNA/ater, inkubirani
tijekom 24 h pri 4°C, a potom pohranjeni pri -20°C do upotrebe. Ukupna stanicna RNA
izdvojena je pomocu otopine TRIzola prema uputama proizvodaca. Uzorci tkiva i organa (50
mg) homogenizirani su elektricnim homogenizatorom Powergen 125 u 1 mL otopine TRIzola
tijekom 30 sekundi pri maksimalnoj brzini, te inkubirani pri sobnoj temperaturi tijekom 5
min. Dodavanjem kloroforma (0,2 mL/mL 7RIzola) i centrifugiranjem (1200 x g/15 min/4°C)
dobivene su tri faze: donja fenol-kloroform faza crvene koja sadrzava proteine, interfazni
prsten bijele boje koji sadrzi DNA i gornja vodena faza koja sadrzi RNA. Talozenje RNA iz
vodene faze izvrSeno je dodatkom izopropanola g (0,5 mL) i centrifugiranjem (12000 x g /10
min/4°C). Talog RNA ispran je s 75 % etanolom, a RNA istaloZena centrifugiranjem (7500 x
g /5 min/4°C). Supernatant je bacen, a talog RNA osuSen na zraku tijekom 10 min pri sobnoj
temperaturi. Talog RNA otopljen je u 200-300 pL deH,O bez nukleaza. Potom je izdvojena
RNA procis¢ena pomocu kompleta reagensa - RNeasy Mini Kit prema uputama proizvodaca.
Metoda se temelji na selektivnom vezanju RNA na kolonu, a vezana RNA eluira se pomocu

deH,0 bez nukleaza. Izdvojene i proc¢iSéene RNA pohranjene su pri -80°C do upotrebe.

3.2.3.2. Odredivanje koncentracije i Cistoce izdvojene RNA

Koncentracija izdvojene i pro¢is¢ene RNA odredena je upotrebom spektrofotometra Biospec-
nano mjerenjem opticke gustoce (engl. optical density, OD) pri valnoj duljini od 260 nm, a
Cistoca izdvojene RNA odredena je mjerenjem OD pri valnim duljinama od 230, 260 i 280

nm, te procijenjena racunanjem dvaju omjera: ODye/OD2g9 1 OD26¢/OD230.
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3.2.3.3. Provjera cjelovitosti izdvojene RNA elektroforezom u gelu agaroze

Cjelovitost izdvojene RNA provjerena je UV-transiluminatorom nakon elektroforetskog
razdvajanja RNA u 1 % agaroznom gelu s etidij bromidom. Agaroza je otopljena u TAE
puferu zagrijavanjem u mikrovalnoj peénici do vrenja, ohladena do priblizno 50°C te je
neposredno prije izlijevanja agaroze u kalup dodan etidij bromid (0,05 pg/mL). Nakon
polimerizacije gela na sobnoj temperaturi tijekom 30 min, uzorci RNA pomijeSani su s
puferom za nanosSenje uzoraka RNA 1 pipetirani u jazice gela. Elektroforeza je trajala 30 min
u TAE puferu pri naponu od 80 V pri sobnoj temperaturi u sustavu za vodoravnu
elektroforezu Midi Gel Horizontal System. Po zavrSetku elektroforeze, gel je fotografiran
digitalnim fotoaparatom Olympus Camedia C770, a fotografije obradene racunalnim

programom Adobe Photoshop 6.0.

3.2.3.4. Reakcija reverzne transkripcije

Reakcija reverzne transkripcije (engl. reverse transcription, RT), tj. sinteza cDNA provedena
je pomocéu kompleta reagensa High-Capacity cDNA RT Kit prema uputama proizvodaca. Kao
kalup u reakciji RT koriStena je ukupna stanicna RNA izdvojena i prociS¢ena kao §to je
opisano u poglavljima 3.2.3.1. - 3.2.3.3. Reakcijska smjesa za RT sadrzavala je 5 pg ukupne
stanicne RNA, reverznu transkriptazu MultiScribe™ u odgovaraju¢em puferu, smjesu dNTP,
nasumicne pocetnice i inhibitor RNaze u ukupnom volumenu od 50 pL (Tablica 2). Reakcija
RT provedena je u uredaju PCR 2720 pod uvjetima prikazanim u Tablici 3. Svaka reakcija
RT ukljucivala je negativnu kontrolu koja je sadrzavala sve komponente reakcijske smjese za

RT osim kalupa RNA. Uzoreci sintetizirane cDNA pohranjeni su pri -20°C do upotrebe.
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Tablica 2. Reakcijska smjesa za reverznu transkripciju

Radna Konacna Konacni
Sastojci smjese za reverznu transkripciju otopina  koncentracija volumen (pnL)
RNA u deH;0 bez nukleaza 0,2 ug/uLL Sug 25
Pufer za reverznu transkriptazu 10x Ix 5
MultiScribe™
Smjesa dANTP 25x 1x 2
Nasumicne pocetnice 10x 1x 5
*Reverzna transkriptaza MultiScribe™ 50 U/uL 2,5 U/ul 2,5
Inhibitor RNaze 50 U/uL 2,5U/uL 2,5
deH,O bez nukleaza - - 8
Ukupni volumen - - 50

*Reverzna transkriptaza MultiScribe™ je rekombinantna reverzna transkriptaza porijeklom iz
virusa misje leukemije (engl. Moloney murine leukemia virus).

Tablica 3. Uvjeti reakcije reverzne transkripcije

Temperatura Vrijeme
Sparivanje pocetnica 25°C 10 min
Sinteza cDNA 37°C 120 min
Inaktivacija reverzne transkriptaze 85°C 5 min
Hladenje 4°C o0
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3.2.3.5. Klasi¢na lancana reakcija polimerazom

Reakcijom PCR umnazani su odsjecci cDNA gena rCfex i konstitutivno eksprimiranih (engl.
housekeeping gene) gena: rf-aktin 1 rHprtl. Reakcijska smjesa sadrzavala je DNA
polimerazu s odgovaraju¢im puferom, smjesu dNTP i specificne parove pocetnica (F i R)
(Tablica 4). Kao kalup upotrijebljena je cDNA sintetizirana postupkom opisanim u poglavlju
3.2.3.4.

Tablica 4. Reakcijska smjesa za klasi¢ni PCR

Sastojci smjese za PCR Radna Konaéna Kona¢ni volumen
otopina koncentracija (nL)
cDNA 0,1 pg/uL 100 ng 1
Pufer za DNA polimerazu 10x 1x 2
AmpliTag®
Smjesa ANTP 10 mM 0,2 mM 0,4
Pocetnica F 10 uM 0,4 uM 0,8
Pocetnica R 10 uM 0,4 uM 0,8
*DNA polimeraza AmpliTaq® 5U/uL 0,025 U/uL 0,1
deH,0 bez nukleaza - - 14,9
Ukupni volumen - - 25

*DNA polimeraza AmpliTaq® je rekombinantna DNA polimeraza porijeklom iz termofilnih
bakterija Thermus aquaticus.

Svaka reakcija PCR ukljucivala je i negativnu kontrolu koja je sadrzavala sve sastojke
reakcijske smjese za PCR osim kalupa cDNA (engl. no template control, NTC). Reakcija je

provedena u uredaju PCR 2720 tijekom 25-30 ciklusa pri uvjetima prikazanim u Tablici 5.
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Tablica 5. Uvjeti reakcije za klasiéni PCR

Uvjeti reakcije PCR Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija DNA 94°C 3 min
Denaturacija DNA 95°C 30s
Sparivanje pocetnica 57°C 30s
Produljivanje lanca DNA 72°C 45s
Zavrs$no produljivanje lanca DNA 72°C 7 min

Parovi pocetnica za umnaZanje odsjeCaka cDNA triju gena (rCfex, rf-aktin i rHprtl)

dizajnirani su pomocu racunalnog programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

(Tablica 6), komercijalno sintetizirani i otopljeni u deH,O bez nukleaza, te pohranjeni pri -

20°C. Smjestajem pocetnica na dva razli¢ita egzona sprijecilo se umnazanje genomske DNA.

3.2.3.6. Elektroforeza produkata reakcije PCR u gelu agaroze

Produkti reakcije PCR razdvajani su elektroforezom u 1,5 % agaroznom gelu s etidij
bromidom. Priprema gela, elektroforeza, slikanje gelova i obrada fotografija opisani su u
poglavlju 3.2.3.3. Veli¢ina produkata reakcije PCR utvrdena je usporedbom s odgovaraju¢im

DNA biljezima.
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Tablica 6. Parovi pocetnica za umnaZzanje odsjecaka cDNA gena rCfex, rfi-aktin i rHprtl

Gen Slijed nukleotida pocetnica Velicina Polozaj Oznaka*
(5'->3" odsjecka
cDNA (pb)
Pocetnica F:
rCfex GGCTCTTGGGTGACCTGTTA 357 302-321 NM_001143817.1
Pocetnica R:
AGGTGACCACAAAACCGAAG 639-658
Pocetnica F:
rp-aktin GTCGTACCACTGGCATTGTG 364 515-534 NM 031144.3
Pocetnica R:
AGGAAGGAAGGCTGGAAGAG 859-878
Pocetnica F:
rHprtl TGCTCGAGATGTCATGAAGG 361 213-232 NM _012583.2
Pocetnica R:
AGAGGTCCTTTTCACCAGCA 554-573
*Slijed nukleotida ¢cDNA nalazi se u bazi podataka NCBI (engl. National Center for
Biotechnology  Information - Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.2.3.7. Sekvenciranje umnoZenih odsjecaka cDNA gena rCfex

Odsjecci cDNA za rCfex su nakon elektroforetskog razdvajanja izrezani iz agaroznog gela i
procis¢eni kompletom kemikalija QIAquick Gel Purification Kit prema uputama proizvodaca.
Princip procis¢avanja produkata reakcije PCR iz gela temelji se na selektivnom vezanju DNA
na silikatne kolone te eluiranju proc¢is¢ene DNA s istih. Sekvenciranje, umnozenog odsjecka
cDNA za rCfex provedeno je u DNA servisu Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta
»Ruder Boskovi¢“ u Zagrebu. UmnoZeni odsjecci cDNA za rCfex (357 pb) sekvencirani su s
5' i 3' krajeva. Svaka reakcija za sekvenciranje sadrzavala je specificnu pocetnicu (3,2
pmol/L) i odsjecak cDNA za rCfex u ukupnom volumenu od 14 pL. Za sekvenciranje je
rabljen Cetverokapilarni automatski uredaj ABI PRISM 3100 — Avant DNA Genetic Analyser,
komplet ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit i
racunalni program ABI PRISM 3100. Analiza i sravnjivanje nukleotidnih sekvenci provedena
je pomocu bioinformatickih programa BioEdit v.7.0.9.0. i ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/) te
Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
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3.2.3.8. Kvantitativna lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Relativna ekspresija mRNA za rCfex u razliCitim organima i tkivima Stakora odredena je
metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu, tzv. metodom qPCR.
U tu svrhu upotrijebljen je par oligonukleotidnih pocetnica s fluorescentno obiljezenom sondom
TagMan® koje su komercijalno dostupne u obliku TagMan® Gene Expression Assays
(Rn01445892 ml). Ekspresija gena rf-aktin (Rn00667869 ml) pracena je kao endogena
kontrola za normalizaciju koli¢ine cDNA. Reakcijska smjesa za qPCR sadrzavala je TagMan®
Universal PCR Master Mix, TagMan® Gene Expression Assays 1 cDNA (Tablica 7) koja je
sintetizirana prema opisu u poglavlju 3.2.3.4. Svaka reakcija PCR ukljucivala je i NTC. Reakcija
gPCR odvijala se u uredaju za qPCR 7500 Real-Time PCR System pri uvjetima navedenim u
Tablici 8.

Tablica 7. Reakcijska smjesa za qPCR

Sastojci smjese za qPCR Radna Konaéna Kona¢ni
otopina koncentracija volumen (nL)
TagMan® Universal PCR Master 2x Ix 12,5
Mix
TagMan® Gene Expression Assay 20x 1x 1,25
cDNA 8,88 100 ng 11,25
Ukupni volumen - - 25

Tablica 8. Uvjeti reakcije qPCR

Uvjeti reakcije qPCR Temperatura Vrijeme
Predinkubacija 50°C 2 min
Denaturacija 95°C 10 min
40-50 ciklusa: Denaturacija 95°C 15s
Sparivanje i produljivanje lanaca DNA 60°C 1 min
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Relativna ekspresija mRNA za gen rCfex odredena je komparativnom delta/delta Ct metodom
(Livak i Schmittgen, 2001.) pomoc¢u racunalnog programa 7500 System Software prema opisu
iz priruénika Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time

Quantitative PCR (http://www.lifetechnologies.com).

3.2.4. Molekularno kloniranje gena rCfex

3.2.4.1. Dizajniranje pocetnica za molekularno kloniranje gena rCfex

Parovi pocetnica za umnazanje i sekvenciranje cjelovite cDNA za r(Cfex dizajnirani su

pomoc¢u racunalnog programa Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), komercijalno

sintetizirani, otopljeni u deH,O bez nukleaza i pohranjeni pri -20°C. Paze¢i na ocuvanje
okvira Citanja (engl. Open Reading Frame; ORF) unutar plazmidnog vektora
pcDNA™3 1/HisC za ekspresiju kloniranog gena rCfex u eukariotskim stanicama, parovima
pocetnica F2 i R2 pridruzeni su specificni nukleotidni sljedovi neophodni za cijepanje

dvolanc¢ane DNA pomocu restrikcijskih enzima: EcoRl, Nhel, Apal i Xhol (Tablica 9).

Tablica 9. Parovi pocetnica za umnaZanje cDNA za rCfex tijekom reakcije PCR

Parovi pocetnica Slijed nukleotida pocetnica (5'>3") Restrikeijski
(mjesto vezanja) enzimi

Pocetnica F2 TTAG"CTAGCG"AATTCATGGGACTGCCTGATGGGT Nhel, EcoRI

Pocéetnica R2 TTAGGGCCCTC " TCGAGTCAGAGTTTGGTGGCCAAAA Apal, Xhol

C

Pocetnica F3 TCAAGTATGTGTTTGGCATCAA /

(695 - 716 pb)

Pocetnica R3 TTGCTGTGACCACGGTGC /

(814 - 797 pb)

Pocetnica F4 TCTGGAAGGCAAATCGAGT /
(1400 - 1418 pb)

Pocetnica R4 GAAGACTATGGAGACTGCC /

(1500 - 1482 pb)

Dvostrukom i isprekidanom crtom oznaceni su specifi¢ni nukleotidni sljedovi na kojima
restrikcijski enzimi cijepaju dvolanc¢anu molekulu DNA. (%) oznaava mjesto cijepanja
nukleotidnog slijeda. Nukleotidi u italic-u su dodani kako bi se tijekom kloniranja gena rCfex
ocuvao okvir Citanja unutar rabljenih plazmida.
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Time je omoguceno molekularno kloniranje gena rCfex, tj. njegovo izrezivanje (engl.

excision) ili spajanje (engl. ligation) s plazmidnim vektorima: pJET1.2/blunt (Slika 3 i

Tablica 10) i pcDNA™3.1/HisC (Slika 4 i Tablica 11).

Notl
Eco52|
Bglll
Kpn2l
PspXl
Eco88l
Xhol
Blunt-end
PCR produkt
Xbal
Bglll
Btgl

Slika 3. Mapa plazmidnog vektora pJET1.2/blunt

Tablica 10. Genetski elementi plazmidnog vektora pJET1.2/blunt

ELEMENT FUNKCIJA MJESTO
(pb)
Replikon (rep) (pMB1) omogucava replikaciju plazmida 1762 - 1148
pJET1.2/blunt

Ishodiste replikacije (engl. Omogucava inicijaciju replikacije 1162 +£1

origin)
Gen za enzim B-laktamazu omogucava
bla(Ap®) otpornost na ampicilin i pozitivnu selekciju 2782 -1922
rekombinantnih bakterija
ecod7IR Gen eco47IR omogucava pozitivnu selekciju 753 -16
rekombinantnih bakterija
Pjac promotor osigurava dovoljnu razinu
Pracuvs ekspresije gena eco47/R i tako omogucava 305 -324
pozitivnu selekciju rekombinantnih bakterija
MSC Omogucava spajanje i izrezivanje inserta 422 - 328
Tupi krajevi DNA Omogucuju kloniranje inserta s tupim 371-372
(engl. blunt DNA ends) krajevima
Pocetnica pJET1.2 F Omogucuju sekvenciranje ukloniranog 310 -332
inserta i PCR analizu rekombinantnih
Potetnica pJET1.2 R bakterijskih kolonija 428 - 405
MSC; mjesto za viSestruko kloniranje.
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pcDNA™3.1/
His A,B,C

B pcDNA3.1/His® C MCS

Mjesto vezanja T7 promotora \h&, I
1
839 CACTGCTTAC TGGCTTATCG AAATTAATAC GACTCACTAT AGGGAGACCC AAGCTGGLTA

Hind 1T Polihistidin (6xHis) regija
| I 1
899 GCGTTTARAC TTRARGCTTAC C ATG GGG GGT TCT CAT CAT CAT CAT CAT CAT

Met Gly Gly Ser His His His His His His

—_—
950 GGT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CTG TAC
Gly Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg Asp Leu Tyr

XpressTM Epitop j_qpﬂsl I{;unI'_‘BamHI BstXI* FeoR1

| |
998 GAC GAT GAC GAT AAG GTA CCA GGA TCC AGT GTG GTG GAA TTC TGC AGR
Asp Asp Asp Asp Lys Val Pro Gly Ser Ser Val Val Glu Phe Cys Arg
L ‘ Mjesto cjepanja enterokinaza

Mjesto prepoznavanja enterokinaza

ECGR v BSIX bl VOI I );'}'go I Xba I Apal

I
1046 TAT CCA GCA CAG TGG CGG CCG L,TC GAG TCT AGA GGG CCC GTT TAA
Tyr Pro Ala Gln Trp Arg Pro Leu glu Ser Arg Gly Pro Val **%

1091 ACCCGCTGAT CRAGCCTCGAC TGTGCCTTCT AGTTGCCAGC CATCTGTTGT TTGCCCCTCC

1151 CCCGTGCCTT CCTTGACCCT GGAAGGTGCC ACTCCCACTG TCCTTTCCTA ATRRRATGAG

1211 GARATTGCAT

Slika 4. Mapa plazmidnog vektora pcDNATM3.1/HisC (A) i detaljan prikaz mjesta za
viSestruko kloniranje (MCS) (B). Crvenom bojom oznaCena su mjesta cijepanja
restrikcijskih enzima, a zelenom biljezi za pracenje uspjeSnosti transfekcije stanica HEK293.
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Tablica 11. Genetski elementi plazmidnog vektora pcDNA™3.1/HisC

ELEMENT FUNKCIJA MJESTO
(pb)
Promotor za ljudski citomegalovirus (CMV)
Pcemy omogucava visoku ekspresiju rekombinantnog 209-863
proteina
Slijed nukleotida ATG Mjesto pocetka translacije 920-922
N-terminalni Omogucava proc¢iS¢avanje rekombinantnog
polihistidinski marker proteina na metal-helatorskim smolama 2782-1922
6xHis (ProBond™)
N-terminalni epitopni = Omogucava detekciju rekombinantnog proteina 989-1012
marker Xpress™ pomocéu protutijela Anti-Xpress™
Enterokinazno mjesto = Omogucava uklanjanje 6xHis markera pomoc¢u
cijepanja (engl. enterokinaza EKMax™ 998-1012
enetrokinase cleavage
site, EK)
MSC Omogucava spajanje i izrezivanje inserta 1012-1085
Poliadenilacijski signal Omogucava zavrsetak transkripcije i 1104-1318
BGH poliadenilaciju mRNA
SV40 promotor Omogucava efikasnu i visoku ekspresiju gena
za otpornost na neomicin i episomalnu 1859-2183
replikaciju u stanicama koje eksprimiraju SV40
veliki T-antigen
Gen za otpornost na Omogucava selekciju stabilno transfeciranih 2219-3013
neomicin stanica sisavaca
SV40 poliadenilacijski Omogucava zavrsetak transkripcije i 3029-3288
signal poliadenilaciju mRNA
pUC ishodiste Omogucava veliki broj kopija plazmida u 3700-4373
replikacije bakterijskim stanicama E. coli
Gen za p-laktamazu Omogucava otpornost na ampicilin i pozitivnu 4518-5379

selekciju rekombinantnih bakterija

MSC, mjesto za visestruko kloniranje.
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3.2.4.2. UmnaZanje cjelovite cDNA za rCfex

Iz bubrega Stakora izdvojena je ukupna stani¢na RNA i sintetizirana cDNA kao $to je opisano
u poglavljima 3.2.3.1. - 3.2.3.4., a cjelovita cDNA za rCfex umnozena je tijekom reakcije
PCR. Kako bi se omoguéilo umnazanje cjelovite cDNA za rCfex, upotrijebljen je par
pocetnica (F2 i R2) (Tablica 9) ¢ijim umnazanjem nastaje produkt reakcije PCR veli¢ine ~2,2
kb. Reakcijska smjesa za PCR u ukupnom volumenu od 20 pL sadrzavala je cDNA, par
specificnih oligonukleotidnih pocetnica za rCfex (F2 i R2), dNTP mjeSavinu i DNA
polimerazu Phusion High-Fidelity s odgovaraju¢im puferom (Tablica 12). Takoder, u reakciji
PCR koriStena je negativna kontrola NTC koja je sadrzavala sve sastojke reakcijske smjese za
PCR, osim kalupa (cDNA). Reakcija PCR odvijala se u uredaju za PCR T100 Thermal Cycler

tijekom 34 ciklusa prema uvjetima navedenim u Tablici 13.

Tablica 12. Reakcijska smjesa za umnaZanje cjelovite cDNA za rCfex (klasi¢ni PCR)

Sastojci smjese za PCR Radna Konacéna Kona¢ni volumen
otopina koncentracija (nL)
cDNA 0,1 pg/uL 50 ng 0,5
Pufer za DNA polimerazu Phusion 5x Ix 4
High-Fidelity
Smjesa ANTP 10 mM 200 uM 0,4
Pocetnica F2 20 uM 0,5 uM 0,5
Pocetnica R2 20 uM 0,5 uM 0,5
*DNA polimeraza Phusion High- 2 U/uL 0,02 U/uL 0,2
Fidelity
deH,0 bez nukleaza - - 13,9
Ukupni volumen - - 20

*DNA polimeraza Phusion High-Fidelity je enzim s 5'—3" DNA polimeraznom aktivnosc¢u i
3'—5" egzonukleaznom aktivno$¢éu te omogucava vjerno umnazanje velikih nukleotidnih
sljedova (genomska DNA do 7,5 kb) te se stoga rabi tijekom molekularnog kloniranja.
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Tablica 13. Uvjeti reakcije za umnaZanje cjelovite cDNA za rCfex (klasi¢ni PCR)

Uvjeti reakcije PCR Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija DNA 98°C 30s
Denaturacija DNA 98°C 10s
Sparivanje pocetnica 66°C 30s
Produljivanje lanca DNA 72°C 60 s
Zavrs$no produljivanje lanca DNA 72°C 10 min

3.2.4.3. Izdvajanje i prociscavanje produkata reakcije PCR iz agaroznog gela

Produkti reakcije PCR razdvojeni su elektroforezom u agaroznom gelu s etidij bromidom, a
njihova veli¢ina utvrdena je usporedbom s odgovaraju¢im DNA biljezima. Priprema gela,
elektroforeza, slikanje gelova i obrada fotografija opisani su u poglavlju 3.2.3.3. Dio gela koji
sadrzi zeljene odsjecke DNA izrezan je pod UV svjetlom skalpelom i zagrijavan u
odgovaraju¢em puferu u svrhu otapanja agaroze. Otopljena agaroza s odabranim odsjeccima
DNA procis¢ena je pomocu kompleta reagensa MinElute Gel Extraction Kit prema uputama
proizvodaca. Metoda se temelji na selektivnom vezanju DNA na kolonu, a vezana DNA eluira
se pomocu deH,0 bez nukleaza. I1zdvojeni i procis¢eni odsjecci DNA pohranjeni su pri -20°C

do upotrebe.

3.2.4.4. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija DNA izmjerena je upotrebom spektrofotometra Biospec-nano mjerenjem OD
pri valnoj duljini od 260 nm, a ¢isto¢a je odredena mjerenjem OD pri valnim duljinama od

230, 260 1 280 nm, te procijenjena ra¢unanjem dvaju omjera: OD,40/OD2gp 1 OD260/OD23.

rCfex u organima Stakora 49



MATERIJALI Il METODE

3.2.4.5. Ligacija cjelovite cDNA za rCfex i plazmida pJETI.2/blunt

Spajanje inserta i vektora s tupim krajevima (engl. blunt ends) provedeno je pomoc¢u kompleta
reagensa CloneJet PCR Cloning Kit prema uputama proizvodaca. Kao insert upotrijebljena je
cjelovita cDNA za rCfex koja je umnozena i procis¢ena postupcima opisanim u poglavljima
3.24.2. — 3.2.44., a kao vektor upotrijebljen je linearni plazmid pJET1.2/blunt (Slika 3,
Tablica 10). Reakcijska smjesa za ligaciju u ukupnom volumenu od 20 pL sadrzavala je
cjelovitu cDNA za rCfex veli¢ine ~2,2 kb (insert), plazmid pJET1.2/blunt (vektor) i enzim T4
DNA ligazu s odgovaraju¢im puferom (Tablica 14). Reakcija ligacije odvijala se u
termobloku Thermomixer Comfort pri 22°C tijekom 20 min. Novonastali rekombinantni
plazmid pJET1.2/blunt s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex koriSten je za transformaciju

bakterijskih stanica E. coli.

Tablica 14. Reakcijska smjesa za ligaciju

Sastojci smjese za ligaciju Volumen
Pufer za T4 DNA ligazu; 2x 10 uL
Insert: cjelovita cDNA za rCfex; 8,56 ng/pL 8 uL
Plazmidni vektor: pJET1.2/blunt; 50 ng/puL 0,5 uL
deH,0 bez nukleaza 1 ul.
T4 DNA ligaza; S U/pLL 0,5 uL
Ukupni volumen 20 uL
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3.2.4.6. Transformacija bakterijskih stanica rekombinantim plazmidima

Kompetentne bakterijske stanice E. coli soja DH5a prethodno su pripremljene prema uputama
protokola za molekularnu biologiju (Sambrook i sur., 1989.), a potom transformirane
konstruiranim rekombinantnim plazmidima. Transformacija je provedena temperaturnim
Sokom (engl. heat shock) koji mijenja propusnost membrane i pospjesSuje ulazak plazmida u
stanicu. U 25 pL bakterijskih stanica dodano je 2,5 pL rekombinantnog plazmida. Smjesa je
prvotno inkubirana pri 4°C tijekom 30 min, zatim pri 42°C tijekom 20 s i kona¢no ohladena
pri 4°C tijekom 2 min. Transformirane bakterijske stanice su potom inkubirane u 475 pL
tekuceg hranjivog LB medija pri 37°C tijekom 1 h uz mijeSanje, te nacijepljene na selektivnu
krutu hranjivu LB podlogu s dodatkom antibiotika ampicilina (100 pg/mL). Uzgoj bakterija

se provodio u standardnim uvjetima kako je opisano u sljedecem poglavlju.

3.2.4.7. Uzgoj bakterijskih kultura

Uzgoj bakterijskih kultura na krutoj hranjivoj podlozi u Petrijevoj zdjelici izvodi se
nacjepljivanjem bakterija iz smrznute ili tekuc¢e kulture razmazivanjem sterilnim metalnim
Stapi¢em, nakon cega slijedi inkubacija tijekom no¢i pri 37°C u termostatu pri ¢emu nastaju
okom vidljive kolonije. Uzgoj u tekucoj hranjivoj podlozi izvodi se nacjepljivanjem
pojedinacne kolonije s krute podloge ili iz tekuce bakterijske kulture. Inkubacija se provodi na

37°C na rotacijskoj platformi-tresilici, uz mijeSanje pri 250 okretaja/minuti.

3.2.4.8. PCR na bakterijskim kolonijama

U reakcijskoj smjesi za PCR, kao kalup je koriSten uzorak bakterijske kolonije izrasle na
selektivnoj krutoj LB podlozi kao §to je opisano u poglavlju 3.2.4.7. Reakcijska smjesa za
PCR u ukupnom volumenu od 20 pL sadrzavala je DNA polimerazu AmpliTag® s
odgovaraju¢im puferom, smjesu dNTP i specificne parove oligonukleotidnih pocetnica
(Tablica 15).
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Tablica 15. Sastojci reakcijske smjese za PCR na bakterijskim kolonijama

Sastojci smjese Volumen
Pufer za DNA polimerazu AmpliTaq®; 10x 2 uL
Smjesa dNTP; 10 mM 0,4 L
DNA polimeraza AmpliTaq®; 5 U/pL 0,08 uL
MgCl,; 25 mM 2uL
cDNA: bakterijska kolonija *uzorak bakterijske kolonije
Pocetnica F; 10 pM 0,4 L
Pocetnica R; 10 pM 0,4 uL
deH,O0 bez nukleaza 14,32 uL.
Ukupni volumen 20 uL

*Uzorak bakterijske kolonije je pomocu vrha nastavka za pipetu uronjen u pripremljenu
reakcijsku smjesu za PCR.

Kako bi se umnozila cjelovita cDNA za rCfex od ~2,2 kb (insert), rabljena su dva para
pocetnica koje omeduju MCS plazmidnih vektora; za pJET1.2/blunt (pJET1.2/blunt F i
pJET1.2/blunt R) i za pcDNA™3.1/HisC (pcDNA™3.1/HisC F i pcDNA™3.1/HisC F).
Reakcija PCR odvijala se u uredaju za PCR Biometra T Personal tijekom 34 ciklusa pri
uvjetima navedenim u Tablici 16. Svaka reakcija PCR ukljucivala je i NTC koja je sadrzavala
sve sastojke reakcijske smjese za PCR, osim kalupa (bakterijskih kolonija). Produkti reakcije

PCR razdvajani su elektroforezom u gelu agaroze kao §to je opisano u poglavlju 3.2.3.6.
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Tablica 16. Uvjeti reakcije PCR na bakterijskim kolonijama

Uvjeti reakcije PCR Temperatura Vrijeme
Pocetna denaturacija DNA 94°C 2 min
Denaturacija DNA 94°C 30s
Sparivanje pocetnica 57°C 30s
Produljivanje lanca DNA 72°C 2mini20s
Kraj reakcije 4°C 00

3.2.4.9. UmnaZanje transformiranih bakterijskih kolonija i izdvajanje rekombinantne
plazmidne DNA
Bakterijske kolonije, za koje se prethodno opisanom metodom pokazalo da sadrze
rekombinantne plazmide od interesa, nacijepljene su u tekuéu LB podlogu s ampicilinom (100
ug/mL), uzgajane pri standardnim uvjetima (37°C tijekom 12-16 h u rotacijskoj tresilici na
225 okretaja/min) i potom je iz njih izdvojena plazmida DNA. Bakterijskim klonovima u
suspenziji teku¢eg LB medija, koji nisu koriSteni za izdvajanje plazmida, dodan je glicerol u
volumnom omjeru 4:1, te su tako Cuvani pri -80°C. Postupak izdvajanja plazmidne DNA
izveden je pomocu komercijalnog kompleta reagensa QlAprep Spin Miniprep Kit prema
uputama proizvodaca, a metoda se temelji na alkalnoj lizi bakterijskih stanica, te selektivnom
vezanju plazmidne DNA na membranu kolone. Nakon ispiranja membrane, plazmidna DNA
eluira se pomoc¢u deH,O bez nukleaza. Uspjesnost izolacije plazmidne DNA analizirana je
elektroforezom u agaroznom gelu, a koncentracija izdvojene plazmidne DNA izmjerena je
spektrofotometrijski kao $to je opisano u poglavlju 3.2.4.4. Uzorci izdvojene i prociséene
plazmidne DNA pohranjeni su pri -20°C do upotrebe. U svrhu potvrde uspjeSne
transformacije  bakterijskih stanica dvama razli¢itim rekombinantnim plazmidima
pcDNA™3 1/His, izdvojeni plazmidi su obradeni kombinacijom restrikcijskih enzima
EcoRIl/Apal i Nhel/Apal u uredaju za PCR Biometra T Personal (Tablica 17) prema
uvjetima opisanim u Tablici 18. Produkti digestije su potom razdvojeni elektroforezom u
agaroznom gelu. Izdvojeni i pro&iséeni rekombinantni plazmidi pcDNA™3.1/HisC s

ukloniranom ¢cDNA za rCfex pohranjeni su pri -20°C do upotrebe.
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Tablica 17. Sastojci za reakciju restrikcijskih enzima i plazmida pcDNA™ 3.1/HisC

Sastojci reakcije EcoRI/Apal Nhel/Apal
deH,0 bez nukleaza 13,93 L 14,06 uL
Pufer (engl. Fast Digest Green); 10x 2 uL 2 uL
Rekombinantni plazmid pcDNATM 3.1/HisC; 1000 ng 2,07 uL 1,94 uL
Enzimi EcoRIl/Apal ili Nhel/Apal 1 uL+ 1 pL 1 uL+ 1 pL
Ukupni volumen 20 uL. 20 uL.

Tablica 18. Uvjeti za reakciju restrikcijskih enzima i plazmida pcDNATM 3.1/HisC

Enzimi Temperatura Vrijeme
EcoRI + Apal 37°C 10 min
ili
Nhel + Apal .
80°C 5 min

3.2.4.10. Sekvenciranje kloniranog odsjecka cjelovite cDNA za rCfex

Odsjecak cjelovite cDNA za rCfex (~2,2, kb), kloniran u plazmidni vektor pJET1.2/blunt,
sekvenciran je upotrebom 6 razliCitih oligonuleotidnih pocetnica (Tablica 9). Svaka od Sest
reakcija za sekvenciranje sadrzavala je specificnu pocetnicu (3,2 pmol/uL) i rekombinantni
plazmid pJET1.2/blunt (300 ng DNA) u ukupnom volumenu od 14 pL. Sekvenciranje i
sravnjivanje nukleotidnih sekvenci cjelovite cDNA za rCfex provedeno je u DNA servisu
Laboratorija za molekularnu genetiku Instituta ,,Ruder Boskovi¢“ u Zagrebu, kao Sto je

opisano u poglavlju 3.2.3.7.
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3.2.4.11. Izrezivanje klonirane cDNA za rCfex iz rekombinantnog plazmida
PJETI.2/blunt i spajanje s plazmidnim vektorom pcDNA ™ 3. 1/HisC
Klonirana cjelovita cDNA za rCfex izrezana je iz rekombinantnog plazmida pJET1.2/blunt
upotrebom dvije kombinacije restrikcijskih enzima (EcoRI/Apal ili Nhel/Apal) ¢ija su mjesta
konstruirana tijekom dizajniranja pocetnica za umnaZzanje cDNA gena rCfex (Tablica 9).
Reakcija izrezivanja kloniranog inserta (cjelovita cDNA za rCfex) iz vektora (rekombinantni
plazmid pJET1.2/blunt) provedena je u reakcijskoj smjesi (Tablica 19) u uredaju za PCR

Biometra T Persona pri uvjetima prikazanim u Tablici 20.

Tablica 19. Reakcijska smjesa za izrezivanje klonirane cDNA za rCex iz
rekombinantnog plazmida pJET1.2/blunt

Sastojci smjese Volumen
deH;0 bez nukleaza 9,59 uL
Pufer Fast Digest; 10x 2 uL
Rekombinantni plazmid pJET1.2/blunt; 6,41 pL
156,42 ng/pL (1000 ng)

Restrikcijski enzimi (Vhel/Apal ili EcoRIl/Apal) luL+1pL
Ukupni volumen 20 uL

Tablica 20. Uvjeti reakcije izrezivanja klonirane cDNA za rCex iz rekombinantnog
plazmida pJET1.2/blunt

Enzimi Temperatura Vrijeme
1) EcoRI ili Nhel 37°C 15 min
80°C 5 min
2) Apal 37°C 15 min
80°C 5 min
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Nakon reakcije izrezivanja, provedena je elektroforeza DNA u gelu agaroze, a cjelovita
cDNA za rCfex (veli¢ine ~2,2 kb) procis¢ena je kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.3.
Plazmid pcDNA™3.1/HisC inkubiran je s restrikcijskim enzimima (EcoRI/Apal ili
Nhel/Apal) 1 defosfatazom (Tablica 21.) kako bi se uklonile fosfatne skupine sa slobodnih
krajeva plazmida, te olakSala ligacija inserta i vektora. Uvjeti enzimske reakcije koja se

provela u uredaju za PCR Biometra T Personal navedeni su u Tablici 22.

Tablica 21. Sastojci reakcijske smjese za pripremu plazmida pcDNATM 3.1/HisC

Sastojci smjese Volumen
deH,O bez nukleaza 14,82 uL
Pufer Fast Digest; 10x 2 uL
Plazmid pcDNA™ 3.1/HisC; 850 ng/uL (1000 ng) 1,18 uL
Restrikcijski enzimi (Nhel/Apal ili EcoRIl/Apal) ili defosfataza luL+1pL
Ukupni volumen 20 uL

Tablica 22. Uvjeti reakcije za pripremu plazmida pcDNATM 3.1/HisC

Enzimi Temperatura Vrijeme

1) EcoRlili Nhel 37°C 15 min
80°C 5 min

2) Apal 37°C 15 min
80°C 5 min

3) Defosfataza 37°C 10 min
80°C 5 min

Nakon toga su produkti digestije razdvojeni elektroforezom DNA u gelu agaroze, a plazmid
pcDNA™3 . 1/HisC je progiséen kao §to je opisano u poglavlju 3.2.4.3. Koncentracije i &isto¢a
inserta (cjelovita cDNA za rCfex) i vektora (plazmid pcDNA™S3.1/HisC) izmjerene su
spektrofotometrijski kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.4. Ligacija cjelovite cDNA za rCfex
(insert) i plazmida pcDNA™3.1/HisC (vektor) provedena je u dvije reakcijske smjese ovisno
o rabljenim restrikcijskim enzimima (EcoRI/Apal ili Nhel/Apal). Obje reakcijske smjese za
ligaciju u ukupnom volumenu od 20 uL sadravale su plazmid pcDNA™?3.1/HisC, cDNA za
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rCfex 1 enzim T4 DNA ligazu s pripadaju¢im puferom (Tablica 23), pri cemu je omjer

volumena inserta i plazmida u reakcijskoj smjesi izracunat prema formuli:

vetiina inserltN A za r Cpfhe x

i t D=AN3A
mas@nsertp vetina vektpBNATM3.1/HisC (p H

x50ng

Reakcija ligacije odvijala se pri 22°C tijekom 10 min, a prekinuta je naglim sniZavanjem

temperature na ledu tijekom 5 min (Tablica 24).

Tablica 23. Reakcijska smjesa za ligaciju cjelovite ¢cDNA za rCfex i plazmida
peDNA™3.1/HisC

Sastojci smjese za ligaciju EcoRl/Apal  Nhel/Apal
Pufer za DNA ligazu T4; 2x 2 uL 2 uL
Insert: cDNA za rCfex DNA; 60 ng 2,82 uL 4,16 uL
Vektor: plazmid pcDNA™ 3.1/HisC; 50 ng 0,81 pL 0,76 pL
deH,0 bez nukleaza 14,04 uL 12,75 uL
DNA Ligaza T4; 5 U/uL 0,33 uL 0,33 pL
Ukupni volumen 20 uL 20 pL

Tablica 24. Uvjeti reakcije za ligaciju cjelovite c¢cDNA za rCfex i plazmida
pecDNA™3.1/HisC

Sastojci reakcijske Temperatura Vrijeme
smjese
1) EcoRl/Apal 22°C 10 min
ili 4°C 5 min

2) Nhel/Apal
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3.2.4.12. Transfekcija stanica HEK293
Stanice stani¢ne linije HEK293 uzgajane su u mediju DMEM uz dodatak 10 % FBS u

inkubatoru pri 37°C u atmosferi uz 5 % CO, 1 100 % vlaZnosti prema uputama ATCC (engl.
American Type Culture Collection). Stanice su nasadene na kruzna pokrovna stakalca
uronjena u CitoOne® plocice s 24 jazice do postizanja subkonfluentnog sloja. Uoci postupka
transfekcije, hranjivi medij DMEM s 10% FBS zamijenjen je sa €istim hranjivim medijem
DMEM jer prisutnost FBS-a bitno umanjuje efikasnost transfekcije s PEI. Upotrebom PEI
(0,75 ng/jazici), stanice su prolazno transfecirane s: 1) plazmidom pcDNATM3.1/HisC koji
nema ukloniranu cDNA za rCfex (kontrolni plazmid - negativna kontrola), 2) rekombinantnim
plazmidom pcDNA™3.1/HisC s kloniranom c¢DNA za rCfex (Nhel/Apal) i 3)
rekombinantnim plazmidom pcDNA™3.1/HisC koji uz ¢cDNA za rCfex sadrzi poliHis i
Xpress biljege (EcoRIl/Apal). Transfekcijska smjesa PEI i plazmida pripremljena je u
masenom omjeru 1:1 (0,75 pg/jazici) u ukupnom volumenu od 50 pL. Prolazna transfekcija
stanica. HEK293 provedena je u inkubatoru pri 37°C u atmosferi uz 5 % CO, 1 100 %
vlaZnosti tijekom 4 h. Nakon inkubacije, transfekcijska smjesa je odstranjena i zamijenjena s
500 pL hranjivog medija DMEM koji sadrzi 10% FBS. Stanice su potom inkubirane pri 37°C
u atmosferi s 5 % CO,1 100 % vlaznosti tijekom 18-24 h prije pripreme za imunocitokemijsku
analizu. Svi postupci koji su ukljucivali nasadivanje stanica, zamjenu hranjivog medija i

postupak transfekcije provedeni su u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima.

3.2.5. OQOdredivanje ekspresije proteina rCfex

3.2.5.1. Izdvajanje ukupnih stani¢nih membrana

Ukupne stani¢éne membrane (engl. Total Cell Membrane, TCM) izdvojene su metodom
diferencijalnog centrifugiranja iz bubrega, razlicitih dijelova tankog crijeva, jetre i gusterace.
Nakon Zrtvovanja, uzorci tkiva isprani su u hladnom puferu PBS i uronjeni u hladni
homogeniziraju¢i pufer s inhibitornima proteaza: 1 mM PMSF (50 uL/10 mL pufera) i 1
tableta/100 mL pufera. Potom su homogenizirani na ledu elektricnim homogenizatorom
Powergen 125 (1 min homogenizacije, 2 min pauza, 1 min homogenizacije) na maksimalnoj
brzini. Dobiveni 10 % homogenati su centrifugirani (5000 x g/15 min/4°C) pomocu
centrifuge Sorvall RC2B kako bi se istalozile cijele stanice, jezgre i nerazgradeni tkivni

matriks. Nastali talog je bacen, a supernatant centrifugiran (150000 x g/60 min/4°C) pomocu
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ultracentrifuge Sorvall OTD-Combi. Dobiveni talog sa TCM otopljen je u 100-200 pL
homogenizirajuc¢eg pufera razrijedenog s deH,O u omjeru 1:1. Uzorci TCM pohranjeni su pri
-20°C do koristenja.

3.2.5.2. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Koncentracija proteina u TCM izmjerena je spektrofotometrijskom metodom po Bradfordu
(Bradford, 1976.) pomocu spektrofotometra CECIL 9000 (Cambridge, Velika Britanija) pri
valnoj duljini od 595 nm. Standardna krivulja (odnos OD i koncentracije proteina) dobivena
je mjerenjem OD uzoraka serijskih razrjedenja BSA poznate koncentracije u rasponu od 0,2
do 1,2 mg/mL. Prije mjerenja, uzorci TCM razrijedeni su tako da je izmjerena OD bila u
linearnom rasponu bazdarnog pravca. Na temelju bazdarnog pravca i izmjerene OD, odredene
su koncentracije proteina u uzorcima TCM. Slijepa proba je, osim uzoraka TCM, sadrzavala

sve sastojke koriStene za pripremu uzoraka.

3.2.5.3.8DS-elektroforeza proteina u gelu poliakrilamida (SDS-PAGE) i western
analiza
Denaturirajuca elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) koriStena je za
razdvajanje proteina u uzorcima TCM. Uzorci TCM denaturirani su u Laemmli puferu u
omjeru 2:1 zagrijavanjem pri 37°C/30 min, 65°C/15 min ili 95°C/5 min uz prisustvo ili
odsustvo reduciraju¢eg agensa [p-merkaptoetanola (B-ME, 3-5%) tako da je konacna
koncentracija proteina u svim uzorcima bila 4 ng/uL. Tako pripremljeni uzorci pohranjeni su
pri -20°C do koriStenja. U stalak za izlijjevanje gelova prvo je izliven donji 10 %
poliakrilamidni gel za razdvajanje Ciju je polimerizaciju osiguralo dodavanje sloja
izopropanola. Po zavrSetku polimerizacije izopropanol je uklonjen, a povrsSina gela isprana s
deH,0. Zatim je izliven gornji 4 % poliakrilamidni gel za sabijanje u kojeg su uronjeni
cesljevi za formiranje jazica. Polimerizacije gelova se odvijala pri sobnoj temperaturi (~30
min/gelu). Nakon polimerizacije gornjeg gela, Cesljevi za jazice su uklonjeni, a jazice isprane
s deH,O. Tablica 25 prikazuje sastojke smjese za pripravu poliakrilamidnih gelova. Proteini u
TCM su elektroforetski razdvojeni u puferu za elektroforezu pri naponu od 100 V u sustavu
za vertikalnu elektroforezu proteina Mini Protean III Cell. Elektroforeza je zaustavljena
nakon S§to je bromfenol plava boja dosegla dno gela (~2 h). Neposredno prije prijenosa

razdvojenih proteina na membranu, hidrofobne najlonske Immobilon PVDF (engl.
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Polyvinylidene fluoride - poliviniliden fluorid) membrane isprane su u metanolu (~10 s) i
uronjene u pufer za prijenos (~15 min). Prijenos razdvojenih proteina provodio se u puferu za
prijenos pri stalnom naponu od 100 V tijekom 2 h u sustavu za prijenos proteina Mini Trans-
Blot Cell. Uspjesnost prijenosa proteina s gela na membranu provjerena je inkubacijom
membrana u otopini boje Coomassie blue (~10 s). Nakon toga su membrane isprane u otopini
za odbojavanje i deH,O te inkubirane u puferu za blokiranje pri sobnoj temperaturi (4 x 10

min).

Tablica 25. Smjesa za pripremu poliakrilamidnih gelova

10% gel za razdvajanje 4% gel za sabijanje
Sastojci smjese Volumen Volumen
Akrilamid/Bisakrilamid 3mL 0,52 mL
Tris-HC1 2,25 mL (pH 8,8) 1 mL (pH 6,8)
10% SDS 90 uL 40 uL
H;O0 3,21 mL 2,2mL
14% APS 450 pL 240 uL
TEMED 2,4 uL 1,6 uL
Ukupni volumen 9 mL 4 mL

APS, amonijev persulfat; SDS, natrij-dodecil sulfat; TEMED, N,N,N',N' tetrametil-etan 1,2
diamin; Tris, (tris(hidroksimetil) aminometan).

Potom su inkubirane s primarnim protutijelima (CFEX-Ab ili aktin-Ab) tijekom 18 h pri 4°C,
isprane u puferu za blokiranje na sobnoj temperaturi (4 x 10 min) i inkubirane s
odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima (RAG-AP ili GAM-AP) tijekom 1 h na sobnoj
temperaturi. Sve inkubacije membrana provedene su uz stalno mijeSanje. Sva protutijela
razrijedena su u puferu za blokiranje na sljede¢i nac¢in: CFEX-Ab (1:250), aktin-Ab (1:1000),
RAG-AP (1:500) i GAM-AP (1:1000). Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelima,
membrane su isprane u puferu za blokiranje (4 x 10 min), puferu PBS (2 x 5 min) i puferu
Tris (5 min), te inkubirane u detekcijskoj otopini BCIP/NBT pri ¢emu nastaje tamno-
ljubicasto obojenje koje omogucuje vizualizaciju proteina. Upotrebom proteinskog biljega
poznatih molekulskih masa odredena je relativna molekulska masa (engl. relative molecular

mass, Mr) proteina rCfex. Membrane su skenirane, a jaCina bojanja proteinskih pruga

izmjerena je pomocu racunalnog programa Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/). Prikupljeni
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podaci o jaCini bojanja, tj. gusto¢i pojedinih proteinskih pruga su prikazani kao relativne
vrijednosti u odnosu na izmjerenu gusto¢u najjace pruge (=1) iz skupine uzoraka s najveéim

vrijednostima mjerenja.

3.2.6. Odredivanje stani¢ne lokalizacija proteina rCfex

3.2.6.1. Fiksacija i rezanje tkiva kriomikrotomom

Nakon zrtvovanja, uzorci razliCitih organa i tkiva isprani su u hladnom puferu PBS i fiksirani
u 4 % otopini paraformaldehida tijekom 24 h pri 4°C. Potom su isprani u puferu PBS (3 x 20
min) i pohranjeni u puferu PBS s 0,02 % NaN3 pri 4°C do koriStenja. Fiksirani uzorci tkiva su
inkubirani u 30 % saharozi tijekom no¢i, uklopljeni u polimerni medij Compound 4583
O.C.T., smrznuti i rezani pri -25°C u kriomikrotomu Leica CM 1580 na nareske debljine 4
um. Naresci su zalijepljeni na predmetna stakalca Superfrost/Plus i osuSeni na sobnoj

temperaturi tijekom 2-3 h, te pohranjeni pri 4°C do koriStenja.

3.2.6.2. Fiksacija transfeciranih stanica HEK293

Transfecirane stanice HEK293 fiksirane su s 4 % paraformaldehidom tijekom 30 min pri
sobnoj temperaturi, isprane u puferu PBS (3 x 30 min) i pohranjene u puferu PBS s 0,02 %

NaNj; pri 4°C do korisStenja.

3.2.6.3. Imunofluorescencijska analiza

U svrhu otkrivanja epitopa, tj. specificnih veznih mjesta koje prepoznaje protutijelo,
primijenjeni su razliCiti protokoli otkrivanja antigena (engl. antigen retrieval) koji su
ukljucivali upotrebu alkohola, deterdzenata i zagrijavanje pri visokim temperaturama u
citratnom puferu razli¢itih pH (Balen i sur., 2008.; Breljak i sur., 2010., 2013.; Brzica i sur.,
2011.; Ljubojevi¢ i sur., 2007.; Saboli¢ i sur., 2006., 2012.; Vrhovac i sur., 2015.) Za sva
istrazivana tkiva, organe i stanice HEK293 utvrden je optimalan protokol otkrivanja antigena.
Tako su tkivni naresci kuhani u citratnom puferu pH 6 (mikrovalna peénica: 4 x 5 min, 800
W), dok su stanice HEK293 kuhane u citratnom puferu pH 6 tijekom 5 minuta pri snazi od
800 W. Potom su uzorci hladeni 20 min, isprani u PBS puferu (3 x 5 min), inkubirani s
deterdzentima (15 min u 0,5 % Triton-X-100; 30 min u 2 % Triton-X-100) te isprani u PBS

puferu (5 min). Nespecificno vezanje protutijela sprijeCeno je inkubacijom s 1 % BSA
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tijekom 30 min pri sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim inkubirani s primarnim protutijelima
tijekom ~18 h pri 4°C, isprani u 0,1% Triton-X-100 (10 min) i PBS puferu (2 x 5 min) te
inkubirani sa odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima tijekom 1 h pri sobnoj temperaturi.
Sva protutijela razrijedena su u puferu PBS s 0,02 % NaNj. Razrjedenja primarnih protutijela
bila su: 1:100 (CFEX-Ab), 1:100 (Na/K-ATPaza-Ab) i 1:100 (6xHis-Ab). Razrjedenja
sekundarnih protutijela bila su: 1:400 (DAG-CY3) i 1:100 (GAM-FITC). Nakon ispiranja u
0,1 % Triton-X-100 (10 min) i puferu PBS (2 x 5 min), tkivni naresci su prekriveni otopinom
za ocuvanje fluorescencije Vectashield i pokrovnim stakalcem, analizirani fluorescencijskim
mikroskopom OPTON III RS, te snimljeni digitalnom kamerom SPOT RT povezanom s
mikroskopom. Takoder, stanice HEK293 analizirane su upotrebom konfokalnog laserskog
mikroskopa Leica TCS SP2 AOBS u Laboratoriju za elektronsku mikroskopiju Instituta
"Ruder Boskovi¢" u Zagrebu. Za blokiranje vezanja komercijalno dostupnog protutijela
CFEX-ADb za epitop proteina od interesa (protein rCfex) koristen je komercijalni imunizacijski
peptid nepoznatog slijeda nukleotida (sc-2678 P). Protutijelo i imunizacijski peptid su prije
upotrebe u imunofluorescencijskoj analizi pomijeSani u omjeru 1:2 (= CFEX-Ab : P) i
inkubirani pri sobnoj temperaturi tijekom 3 h. Prilikom izvodenja dvostrukog bojanja (engl.
double labelling), tkivni naresci su prvo inkubirani jednim primarnim i odgovaraju¢im
sekundarnim protutijelom, isprani u 0,1 % Triton-X-100 (10 min) i puferu PBS (2 x 5 min), te
inkubirani drugim primarnim i odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom. Sve snimljene
fotografije obradene su racunalnim programom Adobe Photoshop 6.0. Kod tkivnih narezaka s
dvostrukim bojanjem, tj. prisutnosti zelene i crvene fluorescencije na istom preparatu, slike su
snimane pri dvije razliCite valne duljine koriStenjem filtera svjetlosti koji propustaju zelenu i
crvenu valnu duljinu. Slike su potom preklopljene (engl. merge) pomocu racunalnog
programa Adobe Photoshop 6.0. Intenzitet, tj. jac¢ina bojanja cetkastih membrana
proksimalnih kanalica bubrega izmjerena je pomocu racunalnog programa Imagel

(http://imagej.nih.gov/ij/). Izmjerena jac¢ina fluorescencije specificnog obojenja umanjena je

za izmjerenu jacinu fluorescencije pozadine preparata (engl. background) koja je mjerena u
podru¢ju specificnog obojenja. Rezultati su prikazani kao relativne vrijednosti
imunofluorescencije u odnosu na izmjereni intenzitet najjace obojanog specificnog signala

(=1) u setu usporedivanih preparata.
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3.2.7. Prikaz i statisticka obrada rezultata

Rezultati elektroforetske analize nukleinskih kiselina fotografirani su digitalnim
fotoaparatom. Rezultati western analize su skenirani, a rezultati imunoflourescencijske analize
fotografirani digitalnom kamerom povezanom s fluorescencijskim mikroskopom. Dobivene
fotografije i skenovi su potom obradeni racunalnim programom Adobe Photoshop 6.0. Za
statisticku analizu podataka koriSteni su Student t-test i ANOVA/Duncan test unutar

racunalnog programa STATISTICA12 (StatSoft, SAD), a razina vjerodostojnosti postavljena
je na p<0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ekspresija mRNA za rCfex u razli¢itim tkivima i organima $takora

Kako bi se odredila relativna ekspresija mRNA za rCfex u Stakora, iz razli€itih tkiva i organa
izdvojena je ukupna stanicna RNA. Potom je metodom RT sintetizirana cDNA koja je
posluzila kao kalup za umnazanje odsjeCaka cDNA za rCfex tijekom reakcije PCR (klasi¢ni
PCR). U tu svrhu dizajnirane su oligonukleotidne pocetnice za umnazanje odsjecka cDNA za

rCfex, a njihova specificnost je potvrdena sekvenciranjem umnozenih odsjecka cDNA za

rCfex.

4.1.1. Provjera cistoce i cjelovitosti izdvojene RNA

Ukupna stani¢na RNA izdvojena je iz razli€itih tkiva i organa otopinom 7R/zola i prociS¢ena
kompletom reagensa RNeasy Mini Kit kao $to je opisano u poglavlju 3.2.3.1. Koncentracija i
Cisto¢a izdvojenih RNA analizirana je spektrofotometrijski prema opisu u poglavlju 3.2.3.2.,; a
dobiveni rezultati ukazali su na visoku Cistocu izdvojenih RNA; omjer ODy60/OD5g9 iznosio je
1,8 — 2, a omjer OD160/ODy3 iznosio je 1,7 — 1,9. Cjelovitost izdvojenih RNA analizirana je
elektroforezom RNA u 1% gelu agaroze prema opisu u poglavlju 3.2.3.3. Na Slici S prikazani
su rezultati elektroforetske analize izdvojenih RNA iz bubrega i jetre Stakora oba spola koji
ukazuju na cjelovitost izdvojenih RNA; na gelu se uocavaju dvije pruge ribosomske RNA
(engl. ribosomal RNA, TRNA) od 4,9 kb (28S rRNA) i 1,9 kb (18S rRNA). Sli¢ni rezultati
dobiveni su elektroforetskom analizom RNA koje su izdvojene iz ostalih organa Stakora
ukljucujuéi dijelove probavne cijevi (Zeludac, dvanaesnik, tasto crijevo, vito crijevo, slijepo
crijevo i debelo crijevo) i gusteracu (rezultati nisu prikazani). Dakle, sve RNA izdvojene iz
razlicitih organa i tkiva Stakora oba spola (muZzjaci, n=6; Zenke n=6) bile su cjelovite i visoke

Cistoce, te stoga pogodne za daljnju RT-PCR analizu.
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Slika S. Analiza cjelovitosti izdvojene RNA. Iz bubrega i jetre Stakora oba spola izdvojena
je 1 procis¢ena ukupna stanicna RNA, a njena cjelovitost provjerena je elektroforezom u 1 %
gelu agaroze. Dvije pruge ribosomske RNA (rRNA) od 4,9 kb (28S rRNA) i 1,9 kb (18S
rRNA) upucuju na cjelovitost izdvojenih RNA.

4.1.2. Ekspresija mRNA za rCfex u bubrezima $takora; optimizacija metode RT-
PCR
Kako bi se ispitala ekspresija mRNA za rCfex u razli¢itim organima i tkivima Stakora,
prvotno je optimizirana metoda klasicnog RT-PCR-a. Iz bubrega (pozitivha kontrola) i
debelog crijeva (negativna kontrola) Stakora izdvojena je ukupna stani¢éna RNA i sintetizirana
cDNA prema uputama u poglavljima 3.2.3.1. — 3.2.3.4. Tako sintetizirana cDNA posluzila je
kao kalup za umnazanje odsjecaka cDNA za rCfex tijekom reakcije PCR kao §to je opisano u
poglavlju 3.2.3.5. U tu svrhu dizajnirane su oligonukleotidne pocetnice za umnazanje
odsje¢aka ¢cDNA za rCfex (Tablica 8). Kako bi se odredio optimalan broj ciklusa unutar
eksponencijalne faze reakcije PCR, konstantna koli¢ina cDNA umnazana je pri razli¢itom
broju ciklusa reakcije PCR: 20, 25, 30, 35 i 40. Za kontrolu unosa koli¢ine cDNA pracena je
ekspresija mRNA dvaju konstitutivno eksprimiranih gena: »f-aktin ili rHprtl. Produkti
reakcije PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze prema opisu u poglavlju 3.2.3.6. Rezultati
klasi¢nog RT-PCR-a pokazali su da se u bubrezima umnozio jedan odsjec¢ak cDNA za rCfex
od 357 pb, dok u debelom crijevu Stakora nije uocena ekspresija mRNA za rCfex tijekom 30
ciklusa (Slika 6, jaZice: 1-3). Stoga su uzorci cDNA iz debelog crijeva Stakora rabljeni kao
negativna kontrola ekspresije mRNA za rCfex tijekom daljnje analize. U svim ispitanim
uzorcima cDNA umnozio se jedan odsjecak cDNA za rfS-aktin od 364 pb (25 ciklusa) ¢ime je
potvrdena uspjesnost sinteze cDNA. U uzorcima NTC nisu se umnozili produkti reakcije PCR

¢ime je potvrdeno da upotrebljavani reagensi nisu kontaminirani molekulama DNA.
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Slika 6. Ekspresija mRNA za rCfex u bubrezima Stakora; klasi¢éni RT-PCR. Iz bubrega
(pozitivna kontrola) i debelog crijeva (negativna kontrola) Stakora izdvojena je ukupna
stanicna RNA, reakcijom RT sintetizirana je cDNA koja je posluzila kao kalup za umnazanje
odsjecaka cDNA za rCfex tijekom reakcije PCR. Kao kontrola unosa koli¢ine cDNA pracena
je ekspresija mRNA za rf-aktin. Produkti reakcije PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze u
prisustvu DNA biljega. A. U bubrezima Stakora (n=3) su umnozeni odsjecci cDNA za rCfex
od 357 pb, dok u debelom crijevu nije uocena ekspresija mRNA za rCfex pri 30 ciklusa. B. U
svim ispitanim uzorcima cDNA umnozen je odsjecak cDNA za rf-aktin od 364 pb pri 25
ciklusa. U uzorcima NTC nisu se umnozili produkti reakcije PCR. NTC — no template
control.
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4.1.3. Sekvenciranje odsjecka cDNA za rCfex umnoZenog tijekom reakcije PCR

Kako bi potvrdili specifi¢nost upotrijebljenih oligonukleotidnih pocetnica za rCfex, metodom
sekvenciranja utvrdena je primarna struktura, tj. slijed nukleotida odsjecka cDNA za rCfex
koji se umnozio tijekom reakcije PCR. Umnozeni odsjeCak cDNA za rCfex od 357 pb izrezan
je iz gela (Slika 6, jaZice: 1-3), proc¢iscen i sekvenciran s 5' i 3' krajeva kao $to je opisano u
poglavlju 3.2.3.7. Sekvencirani odsjeCak cDNA za rCfex sravnjen je pomocu racunalnog
programa Nucleotide BLAST (engl. Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Slika 7). Rezultat sravnjivanja je pokazao da je slijed

nukleotida umnozenog odsjeCka cDNA za rCfex identican slijedu nukleotida u cDNA za

rCfex (NM_001143817.1) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Dakle, rezultati sekvenciranja su

pokazali da se upotrebom para pocetnica za rCfex umnazaju specificni odsjecci cDNA za
rCfex. Shodno tome se uvjeti reakcije klasicnog RT-PCR-a (Tablice 6 i 7) i pocetnice za
rCfex (Tablica 8) mogu rabiti za daljnja istraZivanja ekspresije mRNA za rCfex u Stakora

metodom klasicnog RT-PCR-a.
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1 GGCTCTTGGGTGACCTGTTATCCGGCCTGAGTGTGGCCATCATGCAGCTTCCACAGGGCT 60

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e et e e e e
302 GGCTCTTGGGTGACCTGTTATCCGGCCTGAGTGTGGCCATCATGCAGCTTCCACAGGGCT 361

61 TGGCCTATGCCCTCCTGGCGGGATTGCCTCCTATGTTTGGCCTGTACAGTTCTTTCTACC 120

Frrrrrrrrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
362 TGGCCTATGCCCTCCTGGCGGGATTGCCTCCTATGTTTGGCCTGTACAGTTCTTTCTACC 421

121 CTGTCTTCGTCTACTTCCTGTTTGGTACCTCTAGACACATCTCTGTGGGGACCTTTGCTG 180

FEErrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
422 CTGICTTCGTCTACTTCCTGTTTGGTACCTCTAGACACATCTCTGTGGGGACCTTTGCTG 481

181 TCATGTCTGTGATGGTGGGCGGCGTGACAGAATCTCTGACAGCAGATGAGGCCTTCGTGC 240

Frrrrrrrrrerrrerrrrrrerre et et e r e e
482 TCATGTCTGTGATGGTGGGCGGCGTGACAGAATCTCTGACAGCAGATGAGGCCTTCGTGC 541

241 AAAGCTTGAACACCACAGTCGATGGTGCCCGTGTGCAGGTGGCCTACACGCTCAGCTTCC 300

FEErrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
542 AAAGCTTGAACACCACAGTCGATGGTGCCCGTGIGCAGGTGGCCTACACGCTCAGCTTCC 601

301 TGGTTGGCCTTTTCCAGGTGGGGCTGGGCCTGGTACACTTCGGTTTTGTGGTCACCT 357

FEEErrrrr et rrr et et e e e e e e e e e
602 TGGTTGGCCTTTTCCAGGIGGGGCTGGGCCTGGTACACTTCGGTTTTGIGGTCACCT 658

odsjecak cDNA za rCfex umnozen tijekom reakcije PCR
cDNA za rCfex (NM 001143817.1)

Slika 7. Sravnjivanje slijeda nukleotida umnoZenog odsjecka cDNA za rCfex i slijeda
nukleotida ¢cDNA za rCfex (NM_001143817.1). 1z bubrega Stakora izdvojena je ukupna
stanicna RNA, sintetizirana cDNA, a umnozeni odsje¢ak ¢cDNA za rCfex od 357 pb je
sekvenciran. Prikazan je rezultat sravnjivanja dva slijeda nukleotida: 1) sekvencirani odsjecak
cDNA za gen rCfex; 357 pb i 2) rCfex cDNA (NM_001143817.1); 2543 pb. Sravnjivanje je
provedeno racunalnim programom Nucleotide BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).
Odsjecak cDNA za gen rCfex koji je umnoZen tijekom reakcije PCR u potpunosti (100%) je
identican cDNA za rCfex (NM_001143817.1). Izvor nukleotidnog slijeda za cDNA za rCfex
je baza podataka NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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4.1.4. Ekspresija mRNA za rCfex u razli¢itim organima i tkivima Stakora

Nakon S§to je optimizirana reakcija RT-PCR i sekvenciranjem potvrdena specifi¢nost
pocetnica za rCfex, ekspresija mRNA za rCfex ispitana je u razliCitim organima Stakora kao
Sto su jetra, gusteraca, zeludac, tanko crijevo (dvanaesnik, tasto i vito crijevo) i slijepo crijevo,
pri ¢emu su uzorci debelog crijeva rabljeni kao negativna kontrola. U tu svrhu izdvojena je
ukupna stanicna RNA iz gore navedenih tkiva i organa, te sintetizirana cDNA prema opisima
u poglavljima 3.2.3.1. — 3.2.3.4. Reakcijom klasi¢nog PCR-a umnazani su odsjecci cDNA za
rCfex i dva konstitutivno eksprimirana gena rf-aktin ili rHprtl prema uvjetima navedenim u
Tablicama 6 — 8. Optimalan broj ciklusa unutar eksponencijalne faze reakcije PCR potreban
za umnazanje odsjeCaka cDNA za rCfex iznosio je 30, a za rf-aktin i rHprtl iznosio je 25.
Produkti reakcije PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze prema opisu u poglavlju 3.2.3.6.
Tako je ekspresija mRNA za rCfex utvrdena u jetri (Slika 8A, jaZzice: 1-3), gusteraci (Slika
9A, jazice: 1-3) i tankom crijevu ukljucujuéi dvanaesnik, tasto i vito crijevo, dok ekspresija
mRNA za rCfex nije uoCena u zelucu, slijepom i debelom crijevu (Slika 10A) Stakora.
Nadalje, uoCeno je postojanje zonskih razlika u ekspresiji mRNA za rCfex u tankom crijevu
Stakora; ekspresija mRNA za rCfex je najjaca u dvanaesniku, nesto slabija u taStom crijevu, a
najslabija u vitom crijevu. U svim ispitanim uzorcima cDNA umnozio se odsjeCak cDNA
gena za rf-aktin ili rHprtl ¢ime je potvrdena uspjeSnost sinteze cDNA (Slike 8B, 9B, 10B).
Takoder, u svim uzorcima NTC nisu uoceni produkti reakcije PCR S§to sugerira da
upotrjebljeni reagensi nisu bili zagadeni molekulama DNA (Slike 8A i B, 9A i B, 10A i B;
jazice: NTC).
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Slika 8. Ekspresija mRNA za rCfex u jetri Stakora; klasi¢ni RT-PCR. Iz jetre i debelog
crijeva (negativna kontrola) Stakora izdvojena je ukupna stanicna RNA i sintetizirana cDNA
koja je posluzila kao kalup za umnazanje odsjecka cDNA za rCfex tijekom reakcije PCR. Kao
kontrola unosa koli¢ine cDNA pracena je ekspresija mRNA za rf-aktin. Produkti reakcije
PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze u prisustvu DNA biljega. A. U jetri Stakora (n=3)
umnozeni su specifi¢ni odsjeéci cDNA za rCfex od 357 pb, dok u debelom crijevu nije uocena
ekspresija mRNA za rCfex pri 30 ciklusa. B. U svim ispitanim uzorcima cDNA umnoZzen je
odsjecak cDNA za rf-aktin od 364 pb pri 25 ciklusa. U uzorcima NTC nisu se umnozili
produkti reakcije PCR. NTC — no template control.
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Slika 9. Ekspresija mRNA za rCfex u guSteraci Stakora; klasi¢ni RT-PCR. Iz gusterace i
debelog crijeva (negativna kontrola) Stakora izdvojena je ukupna stani¢na RNA i sintetizirana
cDNA koja je posluzila kao kalup za umnazanje odsjecka cDNA za rCfex tijekom reakcije
PCR. Kao kontrola unosa koli¢ine cDNA pracena je ekspresija mRNA za rHprtl. Produkti
reakcije PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze u prisustvu DNA biljega. A. U guSteraci
Stakora (n=3) umnoZzeni su specifi¢ni odsjecci cDNA za rCfex od 357 pb, dok u debelom
crijevu nije uocena ekspresija mRNA za rCfex pri 30 ciklusa. B. U svim ispitanim uzorcima
cDNA umnoZen je odsjecak cDNA za rHprtl od 364 pb pri 25 ciklusa. U uzorcima NTC nisu
se umnozili produkti reakcije PCR. NTC — no template control.
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Slika 10. Ekspresija mRNA za rCfex duZ probavne cijevi u Stakora. 1z razlicitih dijelova
probavne cijevi Stakora (zeludac, dvanaesnik, taSto crijevo, vito crijevo, slijepo crijevo i
debelo crijevo) izdvojena je ukupna stanicna RNA 1 sintetizirana cDNA koja je posluzila kao
kalup za umnazanje odsjecaka cDNA za rCfex. Kao kontrola unosa koli¢ine cDNA pracena je
ekspresija mRNA za rHprtl. Produkti reakcije PCR analizirani su u 1,5 % gelu agaroze u
prisustvu DNA biljega. A. Specificni odsjecci cDNA za rCfex od 357 pb umnoZeni su u
tankom crijevu, upucujuci na zonalne razlike u ekspresiji mRNA za rCfex (dvanaesnik > tasto
crijevo > vito crijevo), dok ekspresija mRNA za rCfex nije detektirana u zelucu, slijepom i
debelom crijevu pri 30 ciklusa. B. U svim ispitanim uzorcima cDNA umnoZen je odsjecak
cDNA za rHprtl od 364 pb pri 25 ciklusa. U uzorcima NTC nisu se umnozili produkti
reakcije PCR. Sli¢ni rezultati RT-PCR analize dobiveni su u tkivima preostala dva muzjaka
(nije prikazano). NTC — no template control.
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4.2. Molekularno kloniranje gena rCfex i transfekcija stanica HEK293

Kako bi se ispitala stani¢na lokalizacija i ekspresija proteina rCfex u razli¢itim tkivima i
organima S$takora, jedan od osnovnih preduvjeta je upotreba specificnog protutijela tijekom
western i imunofluorescencijske analize. Unato¢ cinjenici da sva dostupna protutijela
pokazuju specificnost in silico, na trziStu postoji mnostvo protutijela koja mogu detektirati i
nespecifine proteine. Prema pretrazenim literaturnim podacima, specificnost dostupnih
komercijalnih protutijela za protein rCfex nije bila testirana. Stoga smo testirali specificnost
rabljenog protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab, sc26728) prije njegove upotrebe u
imunokemijskim reakcijama western i imunofluorescencijske analize. U tu svrhu su stanice
HEK293 prolazno transfecirane plazmidnim vektorima s kloniranom cjelovitom cDNA za gen
rCfex. Gen rCfex kloniran je prema standardnoj proceduri (Sambrook i sur., 1989.) koja je

shematski prikazana na Slici 11.
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aaaas

Insert: cjelovita cDNA
za rCfex (~2,2 kb)

Ligacija: T4 DNA ligaza

Rekombinantni plazmid pcDNATM3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex

4

Transformacija kompetentnih E. coli DH5a

ﬂ | PCR na bakterijskim kolonijama |

ﬂ| Izdvajanje plazmidne DNA |

Slika 11. Shematski prikaz konstrukcije plazmidnih vektora s kloniranom cjelovitom

c¢DNA za r(Cfex.
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4.2.1. Konstrukcija rekombinantnog plazmida pJET1.2/blunt s kloniranom
cjelovitom cDNA za rCfex

4.2.1.1. UmnaZanje cjelovite cDNA za rCfex

Iz bubrega stakora izdvojena je ukupna stanicna RNA, a reakcijom RT sintetizirana je cDNA
kao S$to je opisano u poglavljima 3.2.3.1. — 3.2.3.4. Odsjecak cjelovite cDNA za rCfex veliCine
2,2 kb (NM_001143817.1), koji ¢e biti kloniran u plazmidni vektor, umnozen je reakcijom
PCR prema uvjetima prikazanim u Tablicama 14 i 15. Kako bi se omogucilo umnazanje
cjelovite cDNA za rCfex, upotrijebljene su oligonukleotidne pocetnice komplementarne 5'1 3'
krajevima cDNA za rCfex (Tablica 11; pocetnice: F2 i R2) koje na kalupu cDNA daju
produkt veli¢ine ~2,2 kb. Nadalje, za pripremu inserta za kloniranje, tj. cjelovite cDNA za
rCfex upotrijebljena je DNA polimeraza Phusion High-Fidelity koja sintetizira produkte
reakcije PCR s tupim krajevima (engl. blunt ends), a zbog svoje 3' — 5' egzonukleazne
aktivnosti posjeduje veliku to¢nost umnazanja molekula DNA (engl. high fidelity). Produkti
reakcije PCR razdvojeni su elektroforezom u gelu agaroze gdje su uoceni produkti veli¢ine
~2,2 kb, a u uzorcima NTC nisu uoceni produkti reakcije PCR (rezultati nisu prikazani).
Potom su produkti reakcije PCR veli¢ine ~2,2 kb prociséeni, a njihova koncentracija i ¢istoc¢a
izmjerena spektrofotometrijski kao §to je opisano u poglavljima 3.2.4.3. - 3.2.4.4. Tako
umnozena i prociS¢ena cjelovita cDNA za rCfex velicine ~2,2 kb rabljena je kao insert u

daljnjem postupku molekularnog kloniranja.

4.2.1.2. Ligacija cjelovite cDNA za rCfex u plazmidni vektor pJETI.2/blunt i
transformacija kompetentnih bakterijskih stanica E. coli soja DH5«

Cjelovita cDNA za rCfex s tupim krajevima klonirana je u linearni plazmid pJET1.2/blunt s
tupim krajevima pomocu enzima T4 DNA ligaze tijekom procesa ligacije (engl. blunt-end
ligation), kao $to je opisano u poglavlju 3.2.4.5. Potom su kompetentne bakterijske stanice E.
coli soja DHS5a transformirane rekombinantnim plazmidom pJET1.2/blunt s kloniranom
cjelovitom cDNA za rCfex, kao §to je opisano u poglavlju 3.2.4.6. Nakon transformacije
bakterijskih stanica plazmid pJET1.2/blunt eksprimira smrtonosni (engl. letal) restrikcijski
enzim koji onemoguéava daljnju replikaciju bakterijskih stanica. Ubacivanjem inserta, tj.
cjelovite ¢cDNA za rCfex u MCS plazmida pJET1.2/blunt, sprjeCava se ekspresija

smrtonosnog enzima te se repliciraju samo rekombinantni klonovi, tj. bakterije transformirane
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rekombinantnim plazmidom. Osim ovog pozitivnog mehanizma selekcije, rekombinantni
plazmid pJET1.2/blunt eksprimira gen za otpornost na antibiotik ampicilin (Slika 3, Tablica
12) i time osigurava negativni mehanizam selekcije rasta transformiranih bakterijskih
kolonija. UspjeSnost transformacije bakterijskih stanica provjerena je metodom PCR na
bakterijskim kolonijama kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.8. Tako je pomocu reakcije PCR
pretrazeno (engl. PCR screen) 10 razli¢itih bakterijskih kolonija izraslih na krutoj selektivnoj
LB podlozi s ciljem pronalazenja onih koje posjeduju rekombinantni plazmid pJET1.2/blunt s
kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex. Tijekom reakcije PCR upotrijebljene su specificne
oligonukleotidne pocetnice (pJET1.2 F i pJET1.2. R) koje omeduju MCS plazmida
pJET1.2/blunt i tako omogucéuju umnazanje kloniranog inserta, tj. cjelovite cDNA za rCfex
veli¢ine ~2,2 kb (Tablica 17). UmnoZeni produkti reakcije PCR razdvojeni su elektroforezom
u agaroznom gelu kao $to je opisano u poglavlju 3.2.3.6. U transformiranim bakterijskim
kolonijama uoceni su produkti reakcije PCR veli¢ine ~2,2 kb, dok isti nisu uo¢eni u uzorcima
NTC (rezultati nisu prikazani). Dakle, rezultati PCR analize na bakterijskim kolonijama
potvrdili su uspjesSnost transformacije bakterijskih stanica E. coli DH5a rekombinantnim

plazmidom pJET1.2/blunt s kloniranom cDNA za rCfex.

4.2.1.3. Izdvajanje plazmidne DNA (rekombinantni plazmid pJETI1.2/blunt) iz
transformiranih bakterija i sekvenciranje klonirane cjelovite cDNA za rCfex
Nakon odabira ,,pozitivnih* bakterijskih kolonija koje posjeduju rekombinantni plazmid
pJET1.2/blunt, transformirane bakterijske kolonije uzgajane su tijekom noci standardnom
procedurom (poglavlje 3.2.4.7) kako bi izdvojili dovoljnu koli¢inu rekombinantnog plazmida
pJET1.2/blunt s kloniranim odsjeckom cjelovite cDNA za rCfex. Plazmidna DNA izdvojena
je prema uputama opisanim u poglavlju 3.2.4.9., a njena koncentracija i Cistoc¢a izmjerene
spektrofotometrijski kao S§to je opisano u poglavlju 3.2.4.4. Tako pripremljena plazmidna
DNA rekombinantnog plazmida pJET1.2/blunt rabljena je za sekvenciranje ukloniranog
odsjecka cDNA za rCfex kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.10. S obzirom na veli¢inu
kloniranog inserta od ~2,2 kb, sekvenciranje je provedeno sa 6 razli€itih pocetnica od kojih su
4 bile smjeStene na razliitim odsjeccima gena rCfex (F3, R3, F4 i R4) (Tablica 11), a2 u
regiji MCS plazmida pJET1.2/blunt (pJET1.2 F i R) (Tablica 12). Rezultati sravnjivanja
potvrdili su da je klonirani odsjeCak cDNA za rCfex identi¢an slijedu nukleotida cDNA za
rCfex (NM_001143817.1) (rezultati nisu prikazani). Drugim rije¢ima, sekvenciranjem smo

potvrdili da je cjelovita cDNA za rCfex veli¢ine ~2,2 kb uspje$no klonirana u plazmidni
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vektor pJET1.2/blunt koji se moze rabiti za konstrukciju rekombinantnog plazmida

pcDNA™3 . 1/HisC kojim ée se transfecirati stanice HEK293.

4.2.2. Konstrukcija rekombinantnog plazmida pcDNATM3.1/HisC s kloniranom
c¢DNA za rCfex

4.2.2.1. Izrezivanje klonirane cDNA za rCfex iz rekombinantnog plazmida
pJETL1.2/blunt i spajanje u plazmidni vektor pcDNA™3.1/HisC

Nakon §to je sekvenciranjem potvrden nukleotidni slijed kloniranog gena rCfex, cjelovita
cDNA za rCfex (insert) izrezana je iz rekombinantnog plazmida pJET1.2/blunt (vektor). U tu
svrhu je rekombinantni plazmid pJET1.2/blunt izdvojen i prociséen postupkom opisanim u
poglavlju 3.2.4.9., a potom inkubiran sa smjesom restrikcijskih enzima (EcoRI/Apal ili
Nhel/Apal) (poglavlje 3.2.4.11) koji ostavljaju ljepljive krajeve (engl. sticky ends). Produkti
cijepanja su razdvojeni elektroforezom DNA u gelu agaroze (rezultati nisu prikazani), a
odsjecak cDNA za rCfex s ljepljivim krajevima (~2,2 kb) izrezan je iz gela i procis¢en
postupkom opisanim u poglavlju 3.2.4.3. Plazmid pcDNA™3.1/HisC je u daljnjim
postupcima kloniranja rabljen kao plazmidni vektor za transfekciju stanica HEK293. U tu
svrhu je najprije inkubiran smjesom restrikcijskih enzima (EcoRl/Apal ili Nhel/Apal) koji
ostavljaju ljepljive krajeve i defosfatazom (poglavlje 3.2.4.11). Uklanjanje fosfatnih skupina
na slobodnim ljepljivim krajevima plazmida pcDNA™3.1/HisC olaksalo je ligaciju inserta i
vektora. Potom su produkti digestije razdvojeni elektroforezom DNA u gelu agaroze (rezultati
nisu prikazani), a plazmid pcDNA™3.1/HisC s tupim krajevima izrezan je iz gela i pro¢iséen
kao S$to je opisano u poglavlju 3.2.4.3. Prije postupka ligacije, Cistoca i koncentracija inserta
(cjelovita cDNA za rCfex) i vektora (pcDNA™3.1/HisC) odredena je spektrofotometrijski
kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.4.4. Cjelovita cDNA za rCfex s ljepljivim krajevima (insert)
klonirana je u plazmid pcDNA™3.1/HisC s ljepljivim krajevima (vektor) pomoéu enzima T4
DNA ligaze tijekom procesa ligacije (engl. sticky-end ligation) (Tablice 23 i 24). Upotrebom
dvaju razli¢itih kombinacija restrikcijskih enzima omogucéena je konstrukcija dva razlicita
rekombinantna plazmida pcDNA™3.1/HisC od kojih jedan, uz ukloniranu cDNA za rCfex,
posjeduje i dodatne biljege (poliHis i Xpress). Dakle, plazmid pcDNA™3.1/HisC obraden
restrikcijskim enzimima EcoRI/Apal uz kloniranu sekvencu cDNA za rCfex sadrzava i biljege

poliHis i Xpress.
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4.2.2.2. Transformacija kompetentnih bakterijskih stanica E. coli soja
DHS5a rekombinantnim plazmidima pcDNA™ 3.1/HisC

Kompetentne bakterijske stanice E. coli soja DHS5a transformirane su konstruiranim
rekombinantnim plazmidima pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex
(poglavlje 3.2.4.6), a odabir tzv. ,pozitivnih“ bakterijskih kolonija koje posjeduju
rekombinantni plazmid proveden je reakcijom PCR na bakterijskim kolonijama (poglavlje
3.2.4.8). U tu svrhu su koristene oligonukleotidne pocetnice specificne za regije koje omeduju
MCS plazmida pcDNA™S3.1/HisC kako bi se umnozila cjelovita cDNA za rCfex veli¢ine
~2,2 kb. Tako je pretrazeno 10 razli¢itih klonova transformiranih rekombinantnim plazmidom
pcDNA™3.1/HisC koji uz cDNA za rCfex sadrzi biljege poliHis i Xpress (EcoRI/Apal) i 10
razli¢itih klonova transformiranih rekombinantnim plazmidom pcDNA™3.1/HisC koji sadrzi
cDNA za rCfex, ali ne sadrzi navedene biljege (Nhel/Apal). Umnozeni produkti reakcije PCR
na bakterijskim kolonijama razdvojeni su elektroforezom u gelu agaroze. U transformiranim
bakterijskim kolonijama uoceni su produkti reakcije PCR veli¢ine ~2,2 kb, dok isti nisu
uoceni u uzorcima NTC (rezultati nisu prikazani). Drugim rije¢ima, rezultati PCR analize na
bakterijskim kolonijama potvrdili su uspjeSnost transformacije bakterijskih stanica E. coli

DH5a. konstruiranim rekombinantnim plazmidima pcDNA™3.1/HisC.

4.2.2.3. Izdvajanje plazmidne DNA (rekombinantni plazmidi pcDNA ™3 1/HisC) iz
transformiranih bakterija

Nakon odabira ,,pozitivnih“ bakterijskih kolonija koje posjeduju rekombinantne plazmide
pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom c¢DNA za rCfex, transformirani bakterijski
klonovi uzgojeni su u tekué¢em hranjivom LB mediju s ampicilinom prema standardnoj
proceduri (poglavlje 3.2.4.7). Potom su izdvojene DNA rekombinantnih plazmida
pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom ¢cDNA za rCfex kao §to je opisano u poglavlju
3.2.4.9., a njihova Cistoc¢a i koncentracija je izmjerena spektrofotometrijski kao sto je opisano
u poglavlju 3.2.4.4. Provjera ugradnje inserta u konstruirane plazmide izvrSena je cijepanjem
restrikcijskim enzimima EcoRI/Apal ili Nhel/Apal (Tablice 19 i 20), a odsjecci DNA
ocekivane veli¢ine dobiveni elektroforezom u agaroznom gelu (rezultati nisu prikazani)
potvrdili su uspjesnost ugradnje cDNA za rCfex u plazmid pcDNA™3.1/HisC. Izdvojeni i
pro¢idéeni rekombinantni plazmidi pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za
rCfex koristeni su za prolaznu transfekciju stanica HEK293 kako je opisano u sljedecem

poglavlju.
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4.3. Transfekcija stanica HEK293 rekombinantnim plazmidima
pcDNATM3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex

Stanice HEK293 uzgajane su na pokrovnim stakalcima i prolazno transfecirane dvama
rekombinantnim plazmidima: 1) pcDNA™3.1/HisC koji uz ¢cDNA za rCfex sadrzi biljege
(poliHis i Xpress) i 2) pcDNA™3.1/HisC koji sadrzi samo cjelovitu cDNA za rCfex. Kao
negativna kontrola rabljene su HEK293 stanice transfecirane plazmidom pcDNA™3.1/HisC
koji ne sadrzi cDNA za rCfex (kontrolne stanice). Za potrebe imunofluorescencijske analize
transfecirane stanice HEK293 fiksirane su 4 % paraformaldehidom kao Sto je opisano u
poglavlju 3.2.6.2. Kako bi potvrdili uspjesnost transfekcije stanica HEK293, izvedeno je
dvostruko imunofluorescencijsko bojenje upotrebom dvaju protutijela: 1) protutijelo za
polihistidinski biljeg (6xHis-Ab) (zelena fluorescencija) i protutijelo za protein rCfex (CFEX-
Ab) (crvena fluorescencija) (Slika 12). Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da
je polihistidinski biljeg smjeSten na stani¢noj membrani stanica HEK293 transfeciranih
rekombinantnim plazmidom pcDNA™3.1/HisC koji pored klonirane cDNA za rCfex sadrzi i
biljeg poliHis (Slika 12, 6xHis-Ab, zelena fluorescencija). Ista lokalizacija pronadena je za
protein rCfex (Slika 12, CFEX-Ab, crvena fluorescencija). Dakle, rezultati dvostrukog
imunofluorescencijskog bojenja nedvojbeno su potvrdili da su stanice HEK293 uspjesno

transfecirane plazmidom pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cDNA za rCfex.
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6xHis-Ab CFEX-Ab

Slika 12. Ispitivanje wuspjeSnosti transfekcije stanica HEK293 transfeciranih
rekombinantnim plazmidom pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex
i polihistidinskim biljegom (6xHis); imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim
stanicama HEK293 transfeciranim rekombinantnim plazmidom pcDNA™S3.1/HisC koji
sadrzi cjelovitu c¢cDNA =za rCfex 1 polihistidinski biljeg, provedeno je dvostruko
imunofluorescencijsko bojenje upotrebom dvaju protutijela: 1) protutijelo za polihistidinski
biljeg (6xHis-Ab) i 2) protutijelo za protein rCfex (CFEX-Ab). Protutijelo 6xHis-Ab obojilo
je stani¢énu membranu transfeciranih stanica (zelena fluorescencija, oznaceno strelicama). U
istim stanicama protutijelo CFEX-Ab obojilo je stanicnu membranu (crvena fluorescencija,
oznaceno strelicama). Mjera =5 um.
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4.3.1. Ispitivanje specificnosti protutijela za rCfex (CFEX-ADb) u stanicama
HEK?293 transfeciranim s cjelovitom cDNA za rCfex
Nakon S$to je imunofluorescencijskom analizom potvrdena uspjesnost transfekcije stanica
HEK?293 rekombinantnim plazmidima s kloniranom cjelovitom ¢cDNA za rCfex (Slika 12), u
daljnjim pokusima ispitana je specificnost protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab) pomocu
HEK293 stanica transfeciranih sa cDNA za rCfex (Slika 13). Kako bi se protutijelo CFEX-Ab
ucinkovito vezalo za protein rCfex, prvo su ispitani razliciti protokoli otkrivanja antigena
(engl. antigen retrieval) (poglavlje 3.2.6.3) koji su pokazali da optimalni uvjeti za detekciju
proteina rCfex tijekom imunofluorescencijske analize uklju¢uju obradu deterdzentima i
zagrijavanje tijekom 5 min u citrathom puferu pH 6 (1 x) (rezultati nisu prikazani). Potom je
pri tim uvjetima provedena imunofluorescencijska analiza kojom je ispitana specificnost
protutijela za protein rCfex (CFEX-ADb) (Slika 13). U stanicama HEK293 transfeciranim sa
cDNA za rCfex, protutijelo CFEX-Ab obojilo je stanicnu membranu (Slika 13A, CFEX-Ab,
+cDNA za rCfex, crvena fluorescencija), dok imunofluorescencijsko bojenje nije uoceno u
stanicnim membranama kontrolnih stanica HEK293 (koje nisu transfecirane sa cDNA za
rCfex) (Slika 13A, CFEX-Ab, -cDNA za rCfex, crvena fluorescencija). Za razliku od
protutijela CFEX-Ab, protutijelo Na/K-ATPaza-Ab obojilo je stanicnu membranu i u
kontrolnim (Slika 13A, Na/K-ATPaza-Ab, -cDNA za rCfex, zelena fluorescencija) i u
stanicama HEK293 koje su transfecirane sa cDNA za rCfex (Slika 13A, Na/K-ATPaza-Ab,
+cDNA za rCfex, zelena fluorescencija). Nadalje, specificnost protutijela CFEX-Ab dodatno
je potvrdena inkubacijom primarnog protutijela CFEX-Ab odgovaraju¢im imunizacijskim
peptidom (Slika 13B). U odsustvu peptida, protutijelo CFEX-Ab obojilo je membranu stanica
HEK?293 transfeciranih sa cDNA za rCfex (Slika 13B, -P). Nakon predinkubacije protutijela
CFEX-Ab imunizacijskim peptidom, imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex nije
uoceno (Slika 13B, +P). Dakle, dobiveni rezultati imunofluorescencijske analize, prikazani na
Slici 13, nedvojbeno su pokazali da protutijelo CFEX-Ab specificno prepoznaje protein
rCfex, te se moze upotrebljavati za daljnja istrazivanja ekspresije proteina rCfex u razli¢itim

organima i tkivima Stakora.
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Slika 13. Ispitivanje specifi¢nosti protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab);
imunofluorescencijska analiza. A. U fiksiranim stanicama HEK293 transfeciranim sa cDNA
za rCfex, protutijelo CFEX-Ab obojilo je stanicnu membranu (oznaceno strelicama, crvena
fluorescencija), dok je stanicna membrana kontrolnih stanica HEK293 transfeciranih
plazmidom koji ne sadrzi cDNA za rCfex ostala neobojana. Protutijelo Na/K-ATPaza-Ab
obojilo je stanicnu membranu u oba tipa stanica (oznaceno strelicama, zelena fluorescencija).
Mjera = 5 pum. B. U fiksiranim stanicama HEK293 transfeciranim sa cDNA za rCfex,
protutijelo CFEX-Ab obojilo je stanicnu membranu (-P), dok je imunofluorescencijsko
bojenje za protein rCfex u potpunosti izostalo predinkubacijom protutijela CFEX-Ab s
imunizacijskim peptidom (+P). Mjera =20 pm.
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4.4. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex

Nakon potvrde specificnosti protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab) (Slika 13), u daljnjim
pokusima ispitani su optimalni uvjeti za detekciju proteina rCfex u razliitim organima i
tkivima Stakora metodama imunofluorescencijske i western analize. Za potrebe western
analize, uzorci ukupnih stani¢nih membrana izdvojenih iz razli¢itih tkiva i organa Stakora
denaturirani su u prisustvu i odsustvu reducirajuéeg agensa B-merkaptoetanola (B-ME) pri
razli¢itim temperaturama tijekom razli¢itog vremenskog perioda (37°C/30 min, 65°C/15 min i
95°C/5 min), te su pripremljeni u puferu Laemli prema opisu u poglavlju 3.2.5.3. Rezultati
western analize pokazali su da optimalni uvjeti za detekciju proteina rCfex ukljucuju
denaturaciju proteina u reduciraju¢em puferu (s f-ME) neovisno o temperaturi i vremenu
grijanja (rezultati nisu prikazani), te su svi ispitani uzorci stani¢nih membrana pripremljeni u
reduciraju¢em puferu pri temperaturi 65°C tijekom 15 min. Za potrebe imunofluorescencijske
analize, na narescima tkiva i organa Stakora ispitani su razli¢iti protokoli otkrivanja antigena
prema opisu u poglavlju 3.2.6.3. Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da
optimalni protokol za detekciju proteina rCfex u svim ispitanim organima i tkivima Stakora
ukljucuje obradu deterdZentima i zagrijavanje uzoraka u citratnom puferu pH 6 (4 x) (rezultati
nisu prikazani). Navedeni optimalni uvjeti za detekciju proteina rCfex tijekom western i
imunofluorescencijske analize koriSteni su za daljnje ispitivanje ekspresije i stani¢ne
lokalizacije proteina rCfex u razli¢itim tkivima i organima Stakora. U tu svrhu je rabljeno
specifi¢no protutijelo za protein rCfex (CFEX-Ab) u prisustvu ili odsustvu odgovarajuceg
imunizacijskog peptida, a sva istrazivanja provedena su u ukupnim stanicnim membranama i

tkivnim narescima iz razli¢itih organa Stakora muskog spola.
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4.4.1. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u bubrezima Stakora

Rezultati western analize pokazali su da u ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz
bubrega, protutijelo CFEX-ADb obiljezava jednu proteinsku prugu od ~120 kDa (Slika 14A, -
P) koja nije detektirana nakon blokade protutijela imunizacijskim peptidom (Slika 14A, +P).
Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da je protein rCfex smjesten u cetkastoj
membrani proksimalnih kanali¢a koji se nalaze u kori (odsjecci S1 i S2) 1 vanjskom tracku
(odsjecci S3) bubrega (Slika 14B, -P). Nakon predinkubacije protutijela CFEX-Ab
imunizacijskim peptidom, obojenje Cetkaste membrane proksimalnih kanali¢a (odsjecei S1,
S2 i S3) u potpunosti je nestalo (Slika 14B, +P). Nadalje, intenzitet imunofluorescencijskog
bojenja za protein rCfex u cCetkastim membranama odsjecaka S3 (koji su smjeSteni u
vanjskom tracku i medularnim zrakama) je veéi u odnosu na cetkaste membrane odsjecaka S1
1 S2 (koji su smjesteni u kori) (Slika 14B, -P). Rezultati western analize potvrdili su rezultate
imunofluorescencijske analize; gustoca proteinskih pruga proteina rCfex (~120 kDa) je ~7,3
puta jaca u ukupnim stani¢cnim membranama izdvojenim iz vanjskog tracka u odnosu na
ukupne stanicne membrane izdvojene iz kore bubrega (Slike 14C i 14D). Drugim rije¢ima, u
bubrezima Stakora uocene su zonske (kora < vanjski tracak) i segmentne (S3 > (S1~S2))
razlike u ekspresiji proteina rCfex. Takoder, ispitana je stani¢na lokalizacija proteina rCfex
duz citavog nefrona u bubregu Stakora. Kao Sto je prikazano na Slici 15, protein rCfex
smjeSten je u Cetkastoj membrani proksimalnih kanali¢a koji se nalaze u kori (odsjecei S1 i
S2), medularnim zrakama (odsjecci S3) i vanjskom tracku (odsjecci S3) bubrega, ali nije

detektiran u ostalim dijelovima nefrona ukljucujuc¢i unutarnji tracak i papilu.
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Slika 14. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u bubrezima $takora, zonske
razlike A. Western analiza. U ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz bubrega
Stakora, protutijelo CFEX-Ab obiljezilo je jednu proteinsku prugu od ~120 kDa (-P) koja je
blokirana imunizacijskim peptidom (+P). Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B.
Imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim narescima bubrega Stakora, protutijelo CFEX-
Ab obojilo je cetkastu membranu proksimalnih kanali¢a (PK) smjestenih u kori (odsjecci S1 i
S2) i1 vanjskom tracku (odsjecci S3) bubrega (-P). Imunofluorescencijsko bojenje za protein
rCfex u potpunosti je izostalo upotrebom protutijela CFEX-Ab koje je blokirano
imunizacijskim peptidom (+P). Mjera = 20 pm. PK — proksimalni kanali¢i, G — glomerul. C.
Western analiza, zonske razlike. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) veca je u ukupnim
stanicnim membranama izdvojenim iz vanjskog tracka bubrega u odnosu na ukupne stani¢ne
membrane izdvojene iz kore bubrega. Ekspresija aktina (~42 kDa), koji je koristen kao
kontrola nanoSenja proteina, podjednaka je u svim ispitanim uzorcima. Masa proteina iznosila
je 80 ugfjazici. D. Denzitometrijsko mjerenje gustoce proteinskih pruga. Gustoca
proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) je ~7,3 puta jac¢a u ukupnim stani¢nim membranama
izdvojenim iz vanjskog tracka u odnosu na ukupne stanicne membrane izdvojene iz kore
bubrega. Gustoca proteinskih pruga za aktin (~42 kDa) podjednaka je u obje zone bubrega.
Gustoc¢a proteinskih pruga izmjerena je racunalnim programom [mageJ. Stupci prikazuju
gustocu proteinskih pruga u odnosu na prugu s najvecom ekspresijom proteina rCfex (= 1).
Prikazane su srednje vrijednosti £ SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih stani¢nih membrana
bubrega (n = 4, kora; n = 4, vanjski tracak). *vs. kora, P <0.05.
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Slika 15. Stani¢na lokalizacija proteina rCfex
duZ nefrona u bubregu Stakora. U fiksiranim
uzorcima  bubrega Stakora  provedeno  je
imunofluorescencijsko bojenje pomocu protutijela
~ A za protein rCfex (CFEX-ADb). Protutijelo CFEX-Ab
« PK, S1/S2 obojilo je cetkastu membranu proksimalnih
kanali¢a (PK) smjestenih u kori (odsjecei S1, S2),
medularnim zrakama (odsjecci S3) 1 vanjskom
tracku (odsjecci S3) bubrega.
Imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex

Kora

nije uoceno u glomerulima (G), unutarnjem tracku i
papili. Mjera = 20 pum. PK — proksimalni kanaliéi,
G — glomerul.

4 Vanjski Medularna
tracak tracak zraka

Unutarnji

Papila
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4.4.2. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u crijevima Stakora

Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex ispitana je u crijevima Stakora ukljucujuci
dvanaesnik, taSto crijevo, vito crijevo, slijepo crijevo i debelo crijevo. Buduéi da je u
dvanaesniku detektirana najveca ekspresija mRNA za rCfex (Slika 10), uzorci dvanaesnika
upotrijebljeni su za imunokemijsku karakterizaciju protutijela CFEX-Ab tijekom western i
imunofluorescencijske analize (Slika 16). Rezultati western analize pokazali su da u ukupnim
stanicnim membranama izdvojenim iz dvanaesnika crijeva, protutijelo CFEX-ADb obiljezava
jednu proteinsku prugu od ~120 kDa (Slika 16A, -P) koja nije detektirana nakon blokade
protutijela imunizacijskim peptidom (Slika 16A, +P). Rezultati imunofluorescencijske analize
pokazali su da je protein rCfex smjesten u Cetkastoj membrani enterocita dvanaesnika (Slika
16B, -P). Nakon predinkubacije protutijela CFEX-Ab imunizacijskim peptidom, obojenje
Cetkaste membrane enterocita u potpunosti je nestalo (Slika 16B, +P). Nadalje, rezultati
imunokemijske analize ukljucujué¢i western i imunofluorescencijsku analizu ukazali su na
postojanje zonskih razlika u ekspresiji proteina rCfex duZz crijeva Stakora (Slika 17). Tako su
proteinske pruge za protein rCfex (~120 kDa) detektirane u ukupnim stani¢nim membrana
izdvojenim iz dvanaesnika i tastog crijeva, a nisu detektirane u ostalim dijelovima crijeva
ukljucujuéi vito crijevo, slijepo crijevo i debelo crijevo (Slika 17A). Omjer gustoce
proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) i aktin (~42 kDa) bio je ~2,6 puta vec¢i u ukupnim
stanicnim membranama izdvojenim iz dvanaesnika u odnosu na tasto crijevo (Slika 17B).
Rezultati imunofluorescencijske analize potvrdili su rezultate western analize;
imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex uocCeno je u cCetkastim membranama
dvanaesnika i tastog crijeva, a nije detektirano u ostalim zonama crijeva kao $to su vito
crijevo, slijepo crijevo i debelo crijevo (Slika 17C). Sukladno rezultatima western analize,
intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za protein rCfex u cetkastim membranama
enterocita je ~2,5 puta veci u dvanaesniku u odnosu na tasto crijevo (Slika 17D). Nadalje,
rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da je jacina imunofluorescencijskog
bojenja za protein rCfex u Cetkastim membranama enterocita (koji su smjesteni u dvanaesniku
i taStom crijevu) vec¢a pri vrhu crijevnih resica u odnosu na donje dijelove crijevnih resica
(Slika 18). Dakle, u crijevima Stakora uoCene su zonske razlike u ekspresiji proteina rCfex
(dvanaesnik > taSto crijevo) i nejednolika ekspresija proteina rCfex uzduZz crijevnih resica

dvanaesnika i tastog crijeva (vrh crijevnih resica > dno crijevnih resica).
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Slika 16. Imunokemijska karakterizacija protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab) u
dvanaesniku Stakora. A. Western analiza. U ukupnim stani¢cnim membranama izdvojenim
iz dvanaesnika Stakora, protutijelo CFEX-Ab obiljezilo je jednu proteinsku prugu od ~120
kDa (-P) koja je blokirana imunizacijskim peptidom (+P). Masa proteina iznosila je 80
ug/jazici. B. Imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim narescima dvanaesnika Stakora,
protutijelo CFEX-Ab obojilo je cetkastu membranu enterocita (oznaceno strelicama) (-P).
Imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex u potpunosti je izostalo upotrebom protutijela
CFEX-AD koje je predinkubirano imunizacijskim peptidom (+P). Mjera = 20 pm.
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Slika 17. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex duZ crijeva u Stakora; zonske

razlike. U crijevima Stakora provedena je western i imunofluorescencijska analiza upotrebom
protutijela CFEX-Ab pri ¢emu je gustoéa proteinskih pruga 1 intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja izmjeren racunalnim programom ImageJ. A. Western
analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) veca je u ukupnim stani¢nim membranama
izdvojenim iz dvanaesnika u odnosu na tasto crijevo (D > J). Ekspresija aktina (~42 kDa), koji
je posluzio kao kontrola nanoSenja proteina, nije bila ujednacena (D < J). Stoga je za
usporedbu ekspresije proteina rCfex duz razliCitih zona crijeva koriSten omjer gustoce
proteinskih pruga rCfex (~120 kDa) : aktin (~42 kDa). Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici.
B. Denzitometrijsko mjerenje gustoée proteinskih pruga. Omjer gustoce proteinskih pruga
za rCfex (~120 kDa) i aktin (~42 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz
dvanaesnika je ~2,6 puta ve¢i od istog omjera u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim
iz tastog crijeva. Stupci prikazuju omjer gustoce proteinskih pruga (rCfex:Aktin) u odnosu na
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Slika 17. — nastavak; omjer gustoce proteinskih pruga (rCfex:Aktin) koji ukazuje na relativno
najvecu ekspresiju proteina rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti + SE iz 3 nezavisna
uzorka (n = 3, dvanaesnik; n = 3, taSto crijevo). C. Imunofluorescencijska analiza. U
fiksiranim uzorcima crijeva Stakora, protutijelo CFEX-Ab obojilo je cetkastu membranu
enterocita u dvanaesniku i tastom crijevu, dok imunofluorescencijsko bojenje za rCfex nije
uoceno u ostalim dijelovima crijeva ukljucujuci vito crijevo, slijepo crijevo i debelo crijevo.
Intenzitet imunofluorescencijskog obojenja za rCfex ve¢i je u Cetkastoj membrani enterocita
smjeStenih u dvanaesniku nego u tastom crijevu (D > J). Mjera = 20 pum. D.
Denzitometrijsko mjerenje intenziteta fluorescencije. Intenzitet imunofluorescencijskog
bojenja za rCfex u cCetkastim membranama enterocita smjestenim u dvanaesniku je ~1,9 puta
veci u odnosu na Cetkaste membrane enterocita u tastom crijevu. Rezultati su prikazani kao
relativna imunofluorescencija za protein rCfex izmjerena u cetkastim membranama enterocita
iz pojedine zone crijeva u odnosu na jacinu imunofluorescencijskog bojenja u cetkastim
membranama enterocita dvanaesnika (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti £ SE dobivene
mjerenjem 24 podrucja cCetkaste membrane iz 4 nezavisne kriosekcije (n = 24; 6
kanali¢a/kriosekciji). *vs. dvanaesnik, P < 0.05. Mjera = 20um. D — Dvanaesnik (duodenum),
J — Tasto crijevo (jejunum), I — Vito crijevo (ileum), Ce — Slijepo crijevo (caeccum), Co —
Debelo crijevo (colon).
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Slika 18. Ekspresija proteina rCfex duZ crijevnih resica u dvanaesniku Stakora;
usporedba vrha i dna crijevnih resica. U fiksiranim narescima dvanaesnika Stakora,
provedena je imunofluorescencijska analiza upotrebom protutijela CFEX-Ab, a intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja izmjeren je racunalnim programom [magel. A.
Imunofluorescencijska analiza. Intenzitet imunofluorescencijskog obojenja za protein rCfex
vec€i je Cetkastoj membrani enterocita koji su smjeSteni pri vrhu nego li pri dnu crijevnih
resica dvanaesnika. Mjera = 20 pum. B. Denzitometrijsko mjerenje intenziteta
fluorescencije. Intenzitet bojenja cetkaste membrane proteina rCfex pri vrhu crijevne resice
veci je ~4,9 puta u odnosu na cetkastu membranu enterocita pri dnu crijevne resice. Rezultati
su prikazani kao relativna imunofluorescencija za protein rCfex izmjerena u Cetkastim
membranama enterocita pri vrthu i dnu crijevnih resica dvanaesnika u odnosu na jacinu
imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u cCetkastim membranama enterocita pri vrhu
crijevnih resica dvanaesnika (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti = SE dobivene mjerenjem
24 podrucja cetkaste membrane iz 4 nezavisne kriosekcije dvanaesnika (n = 24; 6
kanali¢a/kriosekciji). *vs. vrh crijevne resice dvanaesnika, P < 0.05.

rCfex u organima Stakora 91



REZULTATI

4.4.3. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u jetri Stakora

Rezultati western analize pokazali su da u ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz
jetre Stakora, protutijelo CFEX-Ab obiljezava jednu proteinsku prugu od ~120 kDa (Slika
19A, -P) koja nije detektirana nakon blokade protutijela imunizacijskim peptidom (Slika 19A,
+P). Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da je protein rCfex smjeSten u
kanalikularnoj membrani hepatocita (Slika 19B, -P). Nakon predinkubacije protutijela CFEX-
Ab imunizacijskim peptidom, imunofluorescencijsko obojenje za rCfex u kanalikularnim
membranama hepatocita u potpunosti je nestalo (Slika 19B, +P). Kako bi potvrdili tocan
smjestaj proteina rCfex u hepatocitima Stakora, izvedeno je dvostruko imunofluorescencijsko
bojenje prema opisu u poglavlju 3.2.6.3. U tu svrhu su upotrjebljena protutijela za dva
proteina: 1) Na/K-ATPazu (zelena fluorescencija) i 2) rCfex (crvena fluorescencija). Tako su
rezultati imunofluorescencijske analize pokazali da su proteini rCfex i Na/K-ATPaza
smjesteni u razli¢itim domenama stanicne membrane hepatocita; Na/K-ATPaza smjeStena je u
sinusoidalnoj (Slika 19C, Na/K-ATPaza + rCfex, zelena fluorescencija), a protein rCfex u
kanalikularnoj (Slika 19C, Na/K-ATPaza + rCfex, crvena fluorescencija) membrani

hepatocita.
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Slika 19. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u jetri Stakora. A. Western
analiza. U ukupnim stani¢cnim membranama izdvojenim iz jetre Stakora, protutijelo za protein
rCfex (CFEX-ADb) obiljezilo je jednu proteinsku prugu od ~120 kDa (-P) koja je blokirana
imunizacijskim peptidom (+P). Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B.
Imunofluorescencijska analiza, jednostruko bojenje. U fiksiranim narescima jetre Stakora,
protutijelo CFEX-ADb obojilo je kanalikularnu membranu hepatocita (oznaceno strelicama) (-
P). Imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex u potpunosti je izostalo upotrebom
protutijela CFEX-Ab koje je predinkubirano imunizacijskim peptidom (+P). Mjera = 20 pm.
C. Imunofluorescencijska analiza, dvostruko bojenje. U fiksiranim narescima jetre Stakora
provedeno je dvostruko imunofluorescencijsko bojenje pomocu protutijela za Na/K-ATPazu
(zelena fluorescencija) i rCfex (crvena fluorescencija) pri ¢emu su zelena i crvena
fluorescencija preklopljene in silico (Na/K-ATPaza + rCfex). Protutijelo Na/K-ATPaza-Ab
obojilo je sinusoidalne membrane hepatocita (zelena fluorescencija, oznaceno vrSkovima
strelica) i zu¢ne kanali¢e (zelena fluorescencija, oznaceno strelicama) smjestene uz ogranak
portalne vene (PV). Protutijelo CFEX-Ab obojilo je kanalikularne membrane hepatocita
(crvena fluorescencija, oznaceno strelicama). Umetnuta slika prikazuje uvec¢ane hepatocite u
kojima je Na/K-ATPaza smjeStena na sinusoidalnoj (oznaceno vrSkom strelice, zelena
fluorescencija), a rCfex na kanalikularnoj (oznafeno strelicama, crvena fluorescencija)
membrani hepatocita. Mjera = 20 pum. PV — ogranak portalne vene.
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4.4.4. Ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u gusteraci Stakora

Rezultati western analize pokazali su da u ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz
gusterace Stakora, protutijelo CFEX-Ab obiljezava jednu proteinsku prugu od ~120 kDa
(Slika 20A, -P) koja nije detektirana nakon blokade protutijela imunizacijskim peptidom
(Slika 20A, +P). Rezultati imunofluorescencijske analize pokazali su da je protein rCfex
smjeSten u luminalnoj membrani izvodnih kanalica gusterace (Slika 20B, -P). Nakon
predinkubacije protutijela CFEX-Ab imunizacijskim peptidom, obojenje luminalne domene

izvodnih kanali¢a gusterace u potpunosti je nestalo (Slika 20B, +P).
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Slika 20. Ekspresija i stanicna lokalizacija proteina rCfex u guSteraci Stakora. A.
Western analiza. U ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz gusterace Stakora,
protutijelo za protein rCfex (CFEX-Ab) obiljeZilo je proteinsku prugu od ~120 kDa (-P) koja
je blokirana imunizacijskim peptidom (+P). Proteinske pruge nizih molekularnih masa (~20 -
30 kDa) 1 (~40 - 50 kDa) nisu se blokirale imunizacijskim peptidom S$to upucuje na
nespecificno vezanje protutijela. Masa proteina iznosila je 80 upg/jazici. B.
Imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim narescima gusterace, protutijelo CFEX-Ab
obojilo je luminalnu membranu izvodnih kanali¢a gusterace (oznacCeno strelicama) (-P).
Imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex u potpunosti je izostalo upotrebom protutijela
CFEX-AD koje je predinkubirano imunizacijskim peptidom (+P). Mjera = 20 pm.
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4.5. Spolne razlike u ekspresiji mRNA i proteina rCfex u Stakora

Kako bi se ispitala ovisnost ekspresije za rCfex o spolu, u istrazivanjima su rabljeni spolno
zreli 1 Stakori oba spola u ¢ijim je organima istrazena ekspresija rCfex na razini mRNA (RT-
PCR) i proteina (western i imunofluorescencijska analiza). Dobiveni rezultati su pokazali da
je ekspresija mRNA i proteina rCfex ovisna o spolu u bubrezima (poglavlje 4.5.1.), dok u jetri
(poglavlje 4.5.2.) i gusteraci (poglavlje 4.5.3.) nije uocena njegova spolno-ovisna ekspresija.
Kako bi utvrdili koji od spolnih hormona reguliraju ekspresiju rCfex u bubrezima Stakora,
izvedeni su dodatni pokusi u kojima se pratio ucinak gonadektomije (kastracije i
ovarijektomije) i1 ucinak spolnih hormona (testosterona, estrogena i progesterona) u
kastriranih muzjaka na ekspresiju proteina rCfex. Takoder, istraZena je ekspresija proteina

rCfex u bubrezima spolno nezrelih Stakora oba spola.

4.5.1. Spolne razlike u ekspresiji rCfex u bubrezima Stakora

4.5.1.1. Ekspresija mRNA i proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora

Rezultati qRT-PCR analize ukazali su na postojanje spolnih razlika u ekspresiji mRNA za
rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora (Slika 21). Ekspresija mRNA za rCfex je ~1,2 puta
veca u bubrezima spolno zrelih muzjaka u odnosu na spolno zrele zenke, a ekspresija mRNA
za konstitutivno izrazeni gen f-aktin, koji je upotrebljavan za normalizaciju koli¢ine cDNA,
bila je podjednaka u oba spola (rezultati nisu prikazani). Sukladno tome, rezultati western i
imunofluorescencijske analize prikazani na Slici 22 potvrdili su postojanje spolnih razlika u
ekspresiji proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora. Tako je ekspresija proteina rCfex
(~120 kDa) u ukupnim stani¢énim membrana izdvojenim iz bubrega spolno zrelih muZzjaka
~1,5 puta jaca u odnosu na spolno zrele zenke, dok je ekspresija proteina aktina (~42 kDa)
podjednaka u oba spola, ukazujuéi na ujednacenu koli¢inu proteina u svim ispitanim uzorcima
(Slika 22A i B). Takoder, intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za protein rCfex u
Cetkastim membranama proksimalnih kanali¢a smjestenih u vanjskom tracku (odsjecci S3) je
~4,3 puta jaci u spolno zrelih muzjaka u odnosu na spolno zrele zenke (Slika 22C i D).
Medutim, intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u Cetkastim membranama
proksimalnih kanali¢a smjesStenih u kori (odsjecci S1 i1 S2) je slican u oba spola (Slika 22C i
D). Osim toga, intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u Cetkastim membrana

proksimalnih kanali¢a je ~6,8 puta veci u vanjskom tracku (odsjecci S3) muzjaka i ~2 puta
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vec¢i u vanjskom tracku (odsjecci S3) Zenki u odnosu na pripadajucu koru (odsjecei S1 i S2)
(Slika 22D). Time je dodatno potvrdeno postojanje zonskih razlika u ekspresiji proteina rCfex
u bubrezima Stakora koje je opisano u poglavlju 4.4.1. Dakle, u bubrezima spolno zrelih
Stakora uocene su spolne razlike u ekspresiji rCfex, pri ¢emu je ekspresija rCfex na razini

mRNA i proteina veéa u spolno zrelih muzjaka u odnosu na spolno zrele zenke.
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Slika 21. Ekspresija mRNA za rCfex u bubrezima spolno zrelih $takora; usporedba
muZjaka i Zenki; qRT-PCR. Iz bubrega spolno zrelih Stakora (starosti 3 mjeseca) oba spola
izdvojena je ukupna stanicna RNA i sintetizirana cDNA. Reakcijom qRT-PCR izmjerena je
relativna ekspresija mRNA za rCfex koja je normalizirana prema endogenoj kontroli f-aktin i
analizirana komparativnom 2799 metodom. Ekspresija mRNA za »Cfex u bubrezima spolno
zrelih muzjaka je ~1,2 puta veca u odnosu na spolno zrele Zenke. Rezultati su prikazani kao
relativna ekspresija mRNA za rCfex u odnosu na ekspresiju mRNA za rCfex izmjerenu u
bubregu muzjaka s najve¢om razinom ekspresije mRNA za rCfex (= 1). Prikazane su srednje
vrijednosti = SE iz Cetiri nezavisna uzorka ukupne stanicne RNA (n = 4, muzjaci; n = 4,
zenke). *vs. muzjaci, P < 0.05. Ekspresija mRNA za housekeeping gen p-aktin (endogena
kontrola) podjednaka je u bubrezima Stakora oba spola (rezultati nisu prikazani).

rCfex u organima Stakora 96



REZULTATI

=

0O rCfex
B o Aktin
A 21
ER
e - A'a o
Muzjaci Zenke Mr £E 08
T 2 3 4 1 2 3 4 (kDo) EZ ¢ 8
rlfex m— e ————— 20 S 2
" Sz 04
AKtin s - ~42 aE
832 0.2
=1
5 0 " 3
C MuZjaci Zenke
& 2.3 0O Kora(S1, S2)
S §E 1 @ Vanjski traak (S3)
- =5
82 o
=208
8 - R = =
PK, S1/52 PK, S1/S2 g%-é 0.6
= e
@
= EZZ 04
- S ez d
N = —
o— -vw 0.2 a ¢
; HE S
=z Sk
E 2E MuZjaci Zenke
- g

MuZjaci Zenke

Slika 22. Ekspresija proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora; usporedba
muzZjaka i Zenki. U bubrezima spolno zrelih Stakora (starosti 3 mjeseca) oba spola provedena
je western i imunofluorescencijska analiza upotrebom protutijela CFEX-Ab, pri ¢emu su
gustoce proteinskih pruga i intenzitet imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim
programom [/mageJ. A. Western analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim
staniénim membranama izdvojenim iz bubrega spolno zrelog muzjaka je ve¢a u odnosu na
spolno zrele zenke. Ekspresija proteina aktina (~42 kDa), koji je koristen kao kontrola
ujednacenog nanoSenja proteina, podjednaka je u svim ispitanim uzorcima oba spola. Masa
proteina iznosila je 80 pg/jazici. B. Denzitometrijsko mjerenje gustoée proteinskih pruga.
Gustoc¢a proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) u ukupnim stanicnim membranama
izdvojenim iz bubrega spolno zrelog muzjaka je ~1,5 puta ve¢a u odnosu na spolno zrele
zenke, dok je gustoca proteinskih pruga za aktin (~42 kDa) podjednaka u oba spola. Stupci
prikazuju gustocu proteinskih pruga u odnosu na proteinsku prugu koja je izmjerena u spolno
zrelog muzjaka s najvec¢om ekspresijom proteina rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti
+ SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih stanicnih membrana bubrega (n = 4, muZzjaci; n = 4,
zenke). *vs. muzjaci, P < 0.05. C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko
bojenje za rCfex u Cetkastim membranama odsje¢aka S3 (vanjski tracak) jaCeg je intenziteta u
spolno zrelog muzjaka u odnosu na spolno zrele Zenke, dok isto obojenje u cCetkastim
membranama odsje¢aka S1 i S2 (kora) je sli¢nog intenziteta u oba spola. Mjera = 20 um. D.
Denzitometrijsko mjerenje intenziteta fluorescencije. Intenzitet imunofluorescencijskog
bojenja Cetkaste membrane za rCfex u odsjeCcima S3 (vanjski tracak) je ~4,3 puta veéi u
muzjaka u odnosu na zenke (b vs. d). Takoder, intenzitet istog bojenja u odsjeccima S3
(vanjski tracak) je ~6,8 puta ve¢i u muzjaka (a vs. b) i ~2 puta veci u zenki (¢ vs. d) u odnosu
na pripadajuée odsjecke S1 1 S2 (kora). Rezultati su prikazani kao relativna
imunofluorescencija za protein rCfex izmjerena u Cetkastim membranama proksimalnih
kanalica u odnosu na jacinu najjaceg imunofluorescencijskog bojenja u cetkastim
membranama kanali¢a S3 vanjskog tracka muzjaka (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti +
SE iz 120 proksimalnih kanalica iz 4 nezavisne kriosekcije bubrega (n = 120; 30
kanali¢a/kriosekciji). a vs. b, ¢ vs. d i b vs. d, P < 0.05. G — glomerul, PK — proksimalni
kanali¢i.

rCfex u organima Stakora 97



REZULTATI

4.5.1.2. U¢inak gonadektomije na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora

Kao §to je prikazano na Slici 23, rezultati imunokemijskih analiza ukazali su na inhibitorni
ucinak kastracije na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora. Tako su rezultati western
analize pokazali da se kastracijom smanjuje ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim
stani¢nim membranama izdvojenim iz bubrega Stakora (Slika 23A i B). Sukladno tome, sli¢ni
rezultati dobiveni su imunofluorescencijskom analizom. Kastracija je smanjila intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja za protein rCfex u cetkastim membranama proksimalnih
kanalica S3 odsjeCaka smjestenim u vanjskom tracku (Slika 23C i D). Intenzitet istog
obojenja u proksimalnim kanali¢ima odsjecaka S1 i S2, smjestenih u kori, bio je podjednak u
bubrezima kontrolnih i kastriranih muZzjaka (Slika 23C i D). Kao §to je prikazano na Slici 24,
rezultati imunokemijskih analiza su pokazali da ovarijektomija ne mijenja ekspresiju proteina
rCfex u bubrezima Stakora. Tako je ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim
stanicnim membranama izdvojenim iz bubrega podjednaka u kontrolnih i ovarijektomiranih
zenki (Slika 24A i B). Sli¢ni rezultati dobiveni su imunofluorescencijskom analizom;
intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u cetkastim membrana proksimalnih
kanali¢a S11 S2 (kora) i S3 odsjecaka (vanjski tracak) bio je podjednak u bubregu kontrolnih
i ovarijektomiranih Zenki (Slika 24C i D). Dakle, rezultati imunokemijskih analiza,
ukljucujuc¢i western i imunofluorescencijsku analizu, pokazali su da u bubrezima Stakora
kastracija smanjuje ekspresiju proteina rCfex u proksimalnim kanali¢ima vanjskog tracka

bubrega (odsjecci S3), dok se njegova ekspresija ne mijenja ovarijektomijom.
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Slika 23. Uc¢inak Kkastracije na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora. U
bubrezima kontrolnih i kastriranih muzjaka provedena je western i imunofluorescencijska
analiza protutijelom CFEX-Ab, pri ¢emu su gustoe proteinskih pruga i intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim programom [mageJ. A. Western
analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim
iz bubrega veca je u kontrolnih muzjaka u odnosu na kastrirane, dok je ekspresija proteina
aktina (~42 kDa), koji je koriSten kao kontrola ujednacenog nanosenja proteina, podjednaka u
svim ispitanim uzorcima. Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B. Denzitometrijsko
mjerenje gustoée proteinskih pruga. Gustoca proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) u
ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz bubrega kontrolnih muzjaka je ~1,8 puta veca
u odnosu na kastrirane muZzjake, dok je gustoCa proteinskih pruga za aktin (~42 kDa)
podjednaka u obje pokusne skupine. Stupci prikazuju gustocu proteinskih pruga u odnosu na
gustocu pruge koja je izmjerena u kontrolnog muzjaka s najvec¢om ekspresijom proteina rCfex
(= 1). Prikazane su srednje vrijednosti = SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih stani¢nih
membrana bubrega (n = 4, kontrolni muzjaci; n = 4, kastrirani muzjaci). *vs. kontrolni
muzjaci, P < 0,05. C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko bojenje za
rCfex u Cetkastim membranama proksimalnih kanali¢a (odsjec¢ci S1 i S2; kora) slicnog je
intenziteta u kontrolnih i kastriranih muZzjaka, dok je isto obojenje u odsjeccima S3 (vanjski
tracak) veceg intenziteta u kontrolnih u odnosu na kastrirane muzjake. Mjera = 20 pm D.
Denzitometrijsko mjerenje intenziteta fluorescencije. Intenzitet imunofluorescencijskog
bojenja Cetkaste membrane za rCfex u odsje¢cima S1 i S2 (kora) je sli¢an u kontrolnih i
kastriranih muzjaka (a vs. ¢), dok je intenzitet istog obojenja u odsjeccima S3 (vanjski tracak)
u kontrolnih muzjaka ~3 puta ve¢i u odnosu na kastrirane muzjake (b vs. d). Rezultati su
prikazani kao relativna imunofluorescencija za protein rCfex izmjerena u cetkastim
membranama proksimalnih kanali¢a u odnosu na jacinu imunofluorescencijskog bojenja u
Cetkastim membranama proksimalnih kanalica odsjecaka S3 u kontrolnih muZzjaka (= 1).
Prikazane su srednje vrijednosti £ SE dobivene mjerenjem 18 podrucja ¢etkaste membrane iz
3 nezavisne kriosekcije (n = 18; 6 kanali¢a/kriosekeiji). b vs. d, P < 0,05. G — glomerul, PK-
proksimalni kanali¢i.
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Slika 24. U¢inak gonadektomije na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora. U
bubrezima kontrolnih i ovarijektomiranih Zenki provedena je western i imunofluorescencijska
analiza protutijelom rCFEX-Ab, pri ¢emu su gustoée proteinskih pruga i intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim programom [mageJ. A. Western
analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim
iz bubrega kontrolnih i ovarijektomiranih zenki podjednaka je u svim ispitanim uzorcima, kao
i ekspresija proteina aktina (~42 kDa) koji je koriSten kao kontrola ujedna¢enog nanosenja
proteina. Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B. Denzitometrijsko mjerenje gustoce
proteinskih pruga. Gustoca proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim
membranama izdvojenim iz bubrega kontrolnih i ovarijektomiranih zenki je sli¢na. Stupci
prikazuju gustocu proteinskih pruga u odnosu na gusto¢u pruge koja je izmjerena u kontrolne
zenke s najve¢om ekspresijom rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti £ SE iz 4
nezavisna uzorka ukupnih stani¢nih membrana bubrega (n = 4, kontrolne Zenke; n = 4,
ovarijektomirane Zenke). C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko bojenje
za rCfex u Cetkastim membranama odsjecaka S1 i S2 (kora) i odsjecaka S3 (vanjski tracak)
slicnog je intenziteta u kontrolnih i1 ovarijektomiranih Zenki. Mjera = 20 pm. D.
Denzitometrijsko mjerenje intenziteta fluorescencije. Intenzitet imunofluorescencijskog
bojenja za rCfex u Cetkastim membranama odsje¢aka S1 1 S2 (kora) i odsje¢aka S3 (vanjski
tracak) je slican u kontrolnih i ovarijektomiranih zenki (a vs. ¢ i b vs. d). Rezultati su
prikazani kao relativna imunofluorescencija za protein rCfex izmjerena u cetkastim
membranama proksimalnih kanali¢a u odnosu na jac¢inu imunofluorescencijskog bojenja u
cetkastim membranama proksimalnih kanali¢a odsje¢aka S3 u ovarijektomiranih zenki (= 1).
Prikazane su srednje vrijednosti = SE dobivene mjerenjem 18 podrucja Cetkaste membrane iz
3 nezavisne kriosekcije (n = 18; 6 kanali¢a/kriosekciji). G — glomerul, PK — proksimalni

kanaliéi.
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4.5.1.3. U¢inak spolnih hormona na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora

Nakon §to je uocen inhibitorni ucinak kastracije na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima
muzjaka, ispitani su ucinci triju spolnih hormona ukljucujuéi testosteron, estradiol i
progesteron na ekspresiju proteina rCfex u bubrezima kastriranih muzjaka. Kao $to je
prikazano na Slici 25, kastrirani muzjaci su tretirani suncokretovim uljem (+Ulje, kontrola),
testosteronom (+Test), estradiolom (+Estr) i progesteronom (+Prog) prema opisu u poglavlju
3.2.2. Rezultati western analize su pokazali da testosteron stimulira ekspresiju proteina rCfex
u bubrezima kastriranih muzjaka (Slika 25A, +Test). Za razliku od stimulacijskog ucinka
testosterona, estradiol i progesteron nisu mijenjali ekspresiju proteina rCfex u bubrezima
kastriranih muzjaka (Slika 25A, +Estr i +Prog). Tocnije, gustoca proteinskih pruga za rCfex
(~120 kDa) se smanjila kastracijom za 51% (Slika 25B, a vs. b) i povecala za 52% u
kastriranih muzjaka tretiranih testosteronom (Slika 25B, b vs. ¢), a nije se mijenjala u
kastriranih muZzjaka tretiranih estradiolom (Slika 25B, b vs. d) i progesteronom (Slika 25B, b
vs. e). Slicni rezultati dobiveni su metodom imunofluorescencijske analize; kastracija je
smanjila intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u Cetkastim membranama
proksimalnih kanali¢a u vanjskom tracku (odsjecci S3) (Slika 25C, +Ulje), a testosteron je
povecao intenzitet istog bojenja (Slika 25C, +Test). Za razliku od testosterona, estradiol
(Slika 25C, +Estr) i progesteron (Slika 25C, +Prog) nisu mijenjali intenzitet bojenja za rCfex
istih stani¢nih struktura u bubrezima kastriranih muzjaka. Intenzitet bojenja za protein rCfex u
cetkastoj membrani proksimalnih kanali¢a kore (odsjecci S1 i S2) nije se mijenjao u
bubrezima kastriranih muzjaka tretiranih spolnim hormonima. Dakle, u kastriranih muzjaka
uocen je jaki stimulacijski ucinak testosterona na ekspresiju proteina rCfex u proksimalnim
kanali¢ima vanjskog tracka bubrega (odsjecci S3), dok se njegova ekspresija nije mijenjala

pod utjecajem estradiola i progesterona.
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Slika 25. U¢inci spolnih hormona: testosterona, estradiola i progesterona na ekspresiju
proteina rCfex u bubrezima kastriranih muzjaka. U bubrezima kontrolnih, tj. lazno
operiranih (LO) i kastriranih muzjaka koji su tretirani suncokretovim uljem (U) i spolnim
hormonima provedena je western i imunofluorescencijska analiza protutijelom CFEX-Ab, pri
¢emu su gusto¢e proteinskih pruga i intenzitet imunofluorescencijskog bojenja izmjereni
racunalnim programom I/mageJ. A. Western analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa)
najveca je u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz bubrega kontrolnih, nesto niza u
kastriranih muzjaka tretiranih testosteronom (T), dok je podjednako niska u kastriranih
muzjaka tretiranih suncokretovim uljem (U), estradiolom (E) i progesteronom (P) (LO > T >
U = E = P). Ekspresija proteina aktina (~42 kDa), koji je koristen kao kontrola ujednacenog
nanosenja proteina je razliCita, pa je tijekom denzitometrijske analize rabljen omjer gustoce
proteinskih pruga proteina rCfex:aktin. Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B.
Denzitometrijsko mjerenje gustoée proteinskih pruga. Omjer gustoce proteinskih pruga za
rCfex (~120 kDa) i aktin (~42 kDa) u ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz
bubrega kontrolnih muZzjaka je ~2 puta veci nego li u kastriranih muzjaka tretiranih uljem,
estradiolom i progesteronom, a ~1,3 puta ve¢i nego u kastriranih muzjaka tretiranih
testosteronom (a > ¢ > b = d = e). Stupci prikazuju omjer gustoce proteinskih pruga u odnosu
na omjer gustoce pruge izmjeren u kontrolnog muzjaka koji ukazuje na najvecu ekspresiju
proteina rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti + SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih
stanicnih membrana bubrega (n = 4, za svaku skupinu Zivotinja. (a>b, c,d,e;c>b,d,e; P <
0,05; b =d = e). C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko bojenje za rCfex
najjaceg je intenziteta u Cetkastim membranama proksimalnih kanali¢a odsje¢aka S3 (vanjski
tracak) u lazno operiranih muzjaka, nesto slabijeg intenziteta u kastriranih muzjaka tretiranih
testosteronom, a vrlo slabog intenziteta u kastriranih muzjaka tretiranih suncokretovim uljem,
estradiolom i progesteronom (LO > T > U = E = P). U ¢Cetkastim membranama odsjeCaka S1 i
S2 (kora), intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex je sliCan u svim pokusnim
skupinama. Mjera =20 pm.
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4.5.1.4. Ekspresija proteina rCfex u bubrezima spolno nezrelih Stakora

Kako bi utvrdili ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora prije postizanja spolne zrelosti,
ispitana je ekspresija proteina rCfex u bubrezima spolno nezrelih (predpubertetskih) Stakora
oba spola starosti 26 dana (Slika 26). Kao kontrolne skupine rabljeni su uzorci bubrega
spolno zrelih Zivotinja oba spola starosti 3 mjeseca. Rezultati western analize pokazali su da
je ekspresija proteina rCfex u bubrezima spolno nezrelih Zivotinja slicna (Slika 26A i B,
rCfex: b vs. ¢), te da je slabija od one opazene u spolno zrelih muzjaka (Slika 26A i B, rCfex:
(b=c) vs. a), a sli¢na onoj u spolno zrelih zenki (Slika 26A i B, rCfex: (b=c) vs. d). Sli¢ni
rezultati dobiveni su metodom imunofluorescencijske analize; imunofluorescencijsko bojenje
za protein rCfex u Cetkastim membranama proksimalnih kanali¢a kore i vanjskog tracka
slicnog je intenziteta u spolno nezrelih muZzjaka i zenki (Slika 26C). Isto obojenje vidljivo u
proksimalnih kanali¢ima vanjskog tracka u bubrezima spolno nezrelih Zivotinja je slabijeg
intenziteta od onog u spolno zrelog muZzjaka, ali slicnog intenziteta onome u spolno zrele
zenke (Slika 26C). Dobiveni rezultati imunokemijskih analiza pokazuju da ekspresija
proteina rCfex nije ovisna o spolu u spolno nezrelih Zivotinja, te da je sli¢na onoj u spolno
zrelih zenki, a manja u odnosu na onu otkrivenu u spolno zrelih muzjaka. Dakle, spolne
razlike u ekspresiji mRNA i proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora, koje su opisane
u poglavljima 4.5.1.1. - 4.5.1.3, nastaju uslijed stimulacijskog uc¢inka testosterona nakon

puberteta.
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Slika 26. Ekspresija proteina rCfex u bubrezima spolno nezrelih §takora. U bubrezima
spolno nezrelih i zrelih Stakora oba spola provedena je western i imunofluorescencijska
analiza protutijelom CFEX-Ab, pri ¢emu su gustoe proteinskih pruga i intenzitet
imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim programom Image A. Western
analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim
iz bubrega podjednaka je u spolno nezrelih Stakora oba spola, ali je niza u odnosu na spolno
zrelog muzjaka (SZM), a vi$a u odnosu na spolno zrele Zenke (SZZ) (SZM > SNM = SNZ >
SZ7). Ekspresija proteina aktina (~42 kDa), koji je posluzio kao kontrola ujednacenog
nanosenja proteina, podjednaka je u svim ispitanim uzorcima. Masa proteina iznosila je 80
ug/jazici. B. Denzitometrijsko mjerenje gustoce proteinskih pruga. Gustoc¢a proteinskih
pruga za rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz bubrega spolno
nezrelih Stakora oba spola je podjednaka (b=c). Stupci prikazuju gustocu proteinskih pruga u
odnosu na gusto¢u pruge izmjerene u spolno zrelog muzjaka koji je imao najvecu ekspresiju
proteina rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti + SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih
stanicnih membrana bubrega (n = 4, spolno nezreli muzjaci; n = 4, spolno nezrele Zenke). C.
Imunofluorescencijska analiza. Intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u
Cetkastim membranama odsjecaka S1 1 S2 (kora) i odsjeCaka S3 (vanjski tracak) je slican u
spolno nezrelih muzjaka i zenki. U usporedbi sa spolno nezrelim Zivotinjama, identi¢no
bojenje u ¢etkastim membranama S3 odsjeCaka (vanjski tracak) kod spolno zrelog muzjaka je
jaCeg intenziteta dok je slabijeg intenziteta u spolno zrele zenke. Mjera =20 um.

Kora

Vanjski tracak
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4.5.2. Ekspresija mRNA i proteina rCfex u jetri spolno zrelih Stakora

Rezultati analize qRT-PCR-a pokazali su da ekspresija mRNA za rCfex nije ovisna o spolu u
jetri spolno zrelih Stakora. Drugim rijecima, u jetri spolno zrelih Stakora, ekspresija mRNA za
rCfex sli¢na je u muzjaka i zenki (Slika 27). Ekspresija konstitutivno izrazenog gena za f-
aktin, upotrebljavanog za normalizaciju koli¢ine cDNA, bila je podjednaka u jetri spolno
zrelih Stakora oba spola (rezultati nisu prikazani). Rezultati western i imunofluorescencijske
analize su takoder pokazali da ekspresija proteina rCfex nije ovisna o spolu u jetri spolno
zrelih Stakora (Slika 28). Tako je ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) i aktina (~42 kDa) u
ukupnim stani¢nim membranama izdvojenim iz jetre slicna u muZzjaka i Zenki (Slika 28A i B).
Takoder, imunofluorescencijsko bojenje za rCfex u kanalikularnim membrana hepatocita je
slicnog intenziteta u spolno zrelih muzjaka i zenki (Slika 28C). Dakle, u jetri spolno zrelih
Stakora, ekspresija rCfex na razini mRNA i proteina sli¢na je u muzjaka i zenki, tj. nije ovisna

o0 spolu.

_
N A

Relativna ekspresija mRNA
za rCfex (2'ddCt)

e =2 =2
S N B o »

Muzjaci Zenke

Slika 27. Ekspresija mRNA za rCfex u jetri spolno zrelih $takora; usporedba muzZjaka i
Zenki, qRT-PCR. Iz jetre spolno zrelih Stakora oba spola (starosti 3 mjeseca) izdvojena je
ukupna stanicna RNA i sintetizirana cDNA. Reakcijom qRT-PCR izmjerena je relativna
ekspresija mRNA za rCfex koja je normalizirana prema endogenoj kontroli f-aktin i
analizirana komparativnom 2% metodom. Ekspresija mRNA za rCfex u jetri spolno zrelih
Stakora podjednaka je u muzjaka i Zenki. Rezultati su prikazani kao relativna ekspresija
mRNA za rCfex u odnosu na ekspresiju mRNA za rCfex izmjerenu u jetri muzjaka s
najvecom razinom ekspresije mRNA za rCfex (= 1). Prikazane su srednje vrijednosti = SE iz
cetiri nezavisna uzorka ukupne stanicne RNA (n = 4, muzjaci; n = 4, zenke). Ekspresija
mRNA za f-aktin (endogena kontrola) podjednaka je u jetri spolno zrelih Stakora oba spola
(rezultati nisu prikazani).
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Slika 28. Ekspresija proteina rCfex u jetri spolno zrelih Stakora; usporedba muZjaka i
Zenki. U jetri spolno zrelih Stakora (starosti 3 mjeseca) oba spola provedena je western i
imunofluorescencijska analiza protutijelom CFEX-Ab, pri cemu su gustoc¢e proteinskih pruga
1 intenzitet imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim programom ImageJ A.
Western analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama
izdvojenim iz jetre sli¢na je u spolno zrelih Stakora oba spola. Ekspresija proteina aktina (~42
kDa), koji je koriSten kao kontrola ujednacenog nanoSenja proteina, podjednaka je u svim
ispitanim uzorcima oba spola. Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B. Denzitometrijsko
mjerenje gustoce proteinskih pruga. Gustoca proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) i aktin
(~42 kDa) sli¢na je u oba spola. Stupci prikazuju gustocu proteinskih pruga u odnosu na
prugu koja je izmjerena u muzjaka s najvecom ekspresijom rCfex (= 1). Prikazane su srednje
vrijednosti + SE iz 4 nezavisna uzorka ukupnih stani¢nih membrana jetre (n = 4, muzjaci; n =
4, zenke). C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko bojenje za rCfex u
kanalikularnim membranama hepatocita slicnog je intenziteta u oba spola. Mjera = 20pm.
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4.5.3. Ekspresija proteina rCfex u gusteraci spolno zrelih Stakora

Rezultati imunokemijske analize, koji ukljucuju western i imunofluorescencijsku analizu, su
pokazali da ekspresija proteina rCfex nije ovisna o spolu u gusteraci spolno zrelih Stakora
(Slika 29). Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) i aktina (~42 kDa), koji je sluzio kao
kontrola unosa koli¢ine proteina, bila je podjednaka u ukupnim stani¢nim membranama
izdvojenim iz gusteraCe Stakora oba spola (Slika 29A i B). Sukladno tome, rezultati
imunofluorescencijske analize su potvrdili da je intenzitet bojenje za rCfex u apikalnim
domenama izvodnih kanali¢a gusterace sliCan u muZzjaka i Zenki (Slika 29C). Dakle, u

gusteraci spolno zrelih Stakora, ekspresija proteina rCfex nije ovisna o spolu.
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Slika 29. Ekspresija proteina rCfex u gusteraci Stakora; usporedba muzjaka (M) i Zenki
(Z). U gustera¢i spolno zrelih takora (starosti 3 mjeseca) oba spola provedena je western i
imunofluorescensijska analiza protutijelom CFEX-Ab, pri ¢emu su gustoce proteinskih pruga
1 intenzitet imunofluorescencijskog bojenja izmjereni racunalnim programom ImageJ A.
Western analiza. Ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u ukupnim stani¢nim membranama
izdvojenim iz gusterace podjednaka je u spolno zrelih muzjaka i zenki. Ekspresija proteina
aktina (~42 kDa), koji je koriSten kao kontrola ujednacenog nanosenja proteina, podjednaka je
u svim ispitanim uzorcima. Masa proteina iznosila je 80 pg/jazici. B. Denzitometrijsko
mjerenje gustoce proteinskih pruga. Gustoca proteinskih pruga za rCfex (~120 kDa) i aktin
(~42 kDa) je podjednaka u oba spola. Stupci prikazuju gustocu proteinskih pruga u odnosu na
prugu koja je izmjerena u muzjaka s najvecom ekspresijom rCfex (= 1). Prikazane su srednje
vrijednosti + SE iz 3 nezavisna uzorka ukupnih stanicnih membrana gusterae (n = 3,
muzjaci; n = 3, zenke). C. Imunofluorescencijska analiza. Imunofluorescencijsko bojenje za
rCfex u apikalnim domenama izvodnih kanali¢a gusterace sli¢nog je intenziteta u oba spola
spolno zrelih Stakora. Mjera = 20 pm.
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5. RASPRAVA

U ovom doktorskom radu je metodama klasi¢nog i QqRT-PCR-a istrazena ekspresija mRNA za
rCfex u razli¢itim tkivima/organima Stakora koji se ucestalo rabe kao pokusne Zzivotinje u
mnogobrojnim pato/fizioloskim, farmakoloSkim i toksikoloskim istrazivanjima. Specificnost
rabljenog protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab) ispitana je 1 potvrdena
imunofluorescencijskom analizom u heterolognom ekspresijskom sustavu u kojemu su stanice
HEK293 transfecirane cjelovitom cDNA za rCfex. Upotrebom specificnog protutijela CFEX—
Ab tijekom imunokemijske analize opisana je precizna stani¢na lokalizacija i ekspresija
proteina rCfex u razli¢itim tkivima/organima Stakora u kojima je detektirana ekspresija
mRNA za rCfex. Metodama qRT-PCR-a, western i imunofluorescencijske analize otkrivene
su spolne razlike u ekspresiji mRNA 1 proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora koje

se javljaju nakon puberteta uslijed stimulacijskog ucinka testosterona.

Nadalje, metodom klasi¢nog RT-PCR-a utvrdena je ekspresija mRNA za rCfex u razlicitim
organima/tkivima Stakora soja Wistar. U tu svrhu izdvojena je ukupna stanicna RNA iz
bubrega, jetre, gusterace, zeluca, tankog crijeva ukljucuju¢i dvanaesnik, tasto, vito i slijepo
crijevo, te debelog crijeva. Sve izdvojene RNA iz ispitanih tkiva/organa bile su cjelovite i
visoke Cisto¢e zadovoljavaju¢i preduvjete za daljnju analizu ekspresije gena metodama
klasicnog i qRT-PCR-a. Efikasnost reakcije RT, tj. sinteza cDNA provjerena je reakcijom
klasicnog PCR-a u kojem su umnazani odsjecci cDNA dvaju konstitutivno eksprimiranih
housekeeping gena: rf-aktina ili rHprtl. U sintetiziranim uzorcima cDNA umnozeni su
specificni odsjecci cDNA za rf-aktin ili rHprtl, ukazujuéi na uspjeSnost sinteze cDNA u
svim ispitanim tkivima/organima Stakora. Nakon provjere efikasnosti sinteze cDNA,
reakcijom PCR umnazani su odsjecci cDNA za rCfex u razli¢itim tkivima/organima Stakora.
Dizajn pocetnica za umnazanje odsjecka cDNA za rf-aktin opisan je ranije u radu Breljak i
sur., 2010., a pocetnice za umnazanje odsjecaka cDNA za rHprtl i rCfex dizajnirane su na isti
nacin pomoc¢u racunalnog programa Primer 3 u skladu s principima koji se primjenjuju
tijekom dizajniranja pocetnica (Abd-Elsalam, 2003.; Ye i sur., 2012.). Kako bi se sprijecilo
moguce umnazanje genomske DNA, parovi pocCetnica za specificne gene dizajnirani su tako
da su uzvodne i nizvodne pocetnice homologne slijedovima nukleotida smjestenim na dva
razli¢ita egzona istrazivanih gena. Nadalje, specificnost dizajniranih pocetnica za rCfex
potvrdena je sekvenciranjem odsjecka cDNA za rCfex iz bubrega Stakora koji je umnozen

tijekom reakcije PCR. Rezultati sekvenciranja nedvojbeno ukazuju da je par pocetnica za
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rCfex specifican, te se moZe rabiti u daljnim analizama ekspresije mRNA za rCfex u razli¢itim

tkivima/organima Stakora.

Prema rezultatima klasicnog RT-PCR-a prikazanim u ovom doktorskom radu, ekspresija
mRNA za rCfex utvrdena je u bubrezima, tankom crijevu (dvanaesnik, tasto i vito crijevo),
jetri 1 gusSteraci Stakora, dok ista nije detektirana u Zelucu, slijepom i debelom crijevu.
Dosadasnja objavljena istrazivanja uglavnom opisuju ekspresiju mRNA za CFEX/Cfex u
razli¢itim tkivima/organima u miseva i Covjeka (Alvarez i sur., 2004.; Knauf i sur., 2001.;
Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.; Petrovi¢ i sur., 2003a.; Waldegger i sur., 2001.; Wang i
sur., 2002., 2005.; Xie i sur., 2002.), dok su sli¢ni podaci u Stakora malobrojni (Gholami i
sur., 2012.; Petrovi¢ i sur., 2003b.). Dobiveni rezultati RT-PCR analize sukladni su
rezultatima Petrovi¢ i sur. (2003b.) u kojima je mRNA za rCfex detektirana u bubrezima
Stakora northern analizom. Takoder, u bubrezima miseva i Covjeka utvrdena je ekspresija
mRNA za CFEX/mCfex metodama northern i RT-PCR analize (Lohi i sur., 2000.; Petrovi¢ i
sur., 2003a.; Waldegger i sur., 2001.; Xie i sur., 2002.), §to ukazuje na slicnost ekspresije
mRNA za CFEX/Cfex u bubrezima razliCitih vrsta (lat. species) kao $to su glodavci (misevi i
Stakori) i ljudi. Nadalje, ekspresija mRNA za rCfex istrazena je metodama klasi¢nog i qRT-
PCR-a u razli¢itim dijelovima gastrointestinalne/probavne cijevi Stakora. Tako je u ovom
doktorskom radu po prvi puta pokazano da je razina ekspresije mRNA za rCfex najveca u
dvanaesniku, nesto niza u tastom crijevu i vrlo mala u vitom crijevu. Prema objavljenim
literaturnim podacima trenutno nema podataka koji opisuju ekspresiju mRNA za rCfex u
probavnoj cijevi Stakora i Covjeka. Drugim rije¢ima, u ovom doktorskom radu po prvi puta su
opisane zonske razlike u ekspresiji mRNA za rCfex uzduz tankog crijeva Stakora (dvanaesnik
> taSto crijevo > vito crijevo). Suprotno tome, u zelucu, slijepom i debelom crijevu Stakora,
ekspresija mRNA za rCfex nije detektirana. Slican uzorak ekspresije mRNA za mCfex u
razli¢itim zonama tankog crijeva misSeva (dvanaesnik > tasto crijevo > vito crijevo), te
odsutnost njegove ekspresije u slijepom i debelom crijevu miSeva detektirana je northern
analizom (Wang i sur., 2002.). No, za razliku od Stakora, ekspresija mRNA za mCfex
pronadena je u zelucu miSeva metodama northern i RT-PCR analize (Petrovi¢ i sur., 2003a.;
Wang i sur., 2002.; Xie i sur., 2002.), upucujuéi na drugaciji profil ekspresije mRNA za Cfex
uzduz gastrointestinalne/probavne cijevi izmedu razlicitih vrsta kao S$to su miSevi i Stakori.
Osim u probavnoj cijevi, u ovom doktorskom radu je metodom klasi¢nog RT-PCR-a po prvi
puta opisana ekspresija mRNA za rCfex u jetri i gusteraci Stakora. Ekspresija mRNA za rCfex

u navedenim organima ocekivana je sukladno ve¢ objavljenim rezultatima northern i RT-PCR
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analiza koje pokazuju ekspresiju mRNA za mCfex u jetri miSeva (Knauf i sur., 2001.; Petrovi¢
i sur., 2003a.), te mRNA za CFEX u jetri i guSteraci ¢ovjeka (Lohi i sur., 2000.; Waldegger i
sur., 2001.). Za razliku od covjeka (Lohi i sur., 2000.) i Stakora (u ovom radu), ekspresija
mRNA za mCfex u gusteraci miSeva jo$ uvijek nije detektirana iako je u izvodnim kanali¢ima
gusterace miseva Cfex KO uocena promjena u izlu€ivanju bikarbonatnog iona (Wang i sur.,

2006.).

U ovom doktorskom radu rabljeno je komercijalno poliklonsko protutijelo CFEX-Ab (sc-
26728; C17) kako bi se ispitala ekspresija i stani¢na lokalizacija proteina rCfex u razli¢itim

......

western analizu. Poliklonsko protutijelo CFEX-Ab proizvedeno je u kozi (Capra hircus)
upotrebom imunizacijskog peptida ¢iji je slijed aminokiselinskih ostataka identican slijedu na
C-kraju proteina CFEX u ¢ovjeka. Prema preporuci proizvodaca, protutijelo CFEX-Ab moze
se koristiti za detekciju proteina CFEC/Cfex u covjeka, miSeva i Stakora metodama western i
imunofluorescencijske analize. Takoder, moze se koristiti za detekciju proteina Cfex u ostalim
vrstama ukljucujuéi psa, goveda i svinje (Chavez i sur., 2012.; Hassan i sur., 2012.; Pierucci-

Alves 1 sur., 2011.) (http://datasheets.scbt.com/sc-26728.pdf.). Isto protutijelo rabljeno je u

prethodnim imunokemijskim analizama estrusnog ciklusa u maternici Stakora, ali njegova
specificnost nije ispitana (Gholami i sur., 2012.). Naime, na trzistu postoji mnostvo protutijela
koja se, osim na specifican protein, mogu nespecifi¢no vezati i na druge proteine, te stoga
nisu prikladna za imunokemijske analize. Stoga je neophodno ispitati/provjeriti specificnost
svakog protutijela prije upotrebe u imunokemijskim analizama (Baker, 2015.; Bordeaux i sur.,
2010.; Bradbury i Pliickthun, 2015.; Saper, 2009.). Najbolji nacin za provjeru specificnosti
protutijela je upotreba modela KO misSeva u kojima je inaktiviran specifican gen (koji kodira
za specifican protein). No, kako modeli odgovaraju¢ih KO miSeva nisu uvijek dostupni, za
provjeru specificnosti protutijela koriste se vrlo pouzdane alternativne metode koje ukljucuju
transfekciju stanicnih linija sa cDNA specificnih gena (Baker, 2015.; Bordeaux i sur., 2010.;
Saper, 2009.).

U ovom istrazivanju specificnost protutijela CFEX-Ab (sc-26728) ispitana je pomocu
heterolognog ekspresijskog sustava u kojemu su stanice HEK293 transfecirane sa cDNA za
rCfex. U tu svrhu je najprije cjelovita cDNA za rCfex uklonirana u plazmidni vektor
pcDNATMS.l/HisC kojime su potom stanice HEK293 prolazno transfecirane. Postupak

kloniranja proveden je prema standardnoj proceduri (Sambrook i sur., 1989.) koriStenoj u nizu
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dosadas$njih istrazivanja (Jordan i sur., 1996.; Popovi¢ i sur., 2013.; Sambrook i Russell,
2006.; Venter i sur., 2001.). Izdvojena ukupna stanicna RNA iz bubrega Stakora posluzila je
kao kalup za sintezu cDNA iz koje je odsjecak cjelovite cDNA za rCfex umnozen reakcijom
PCR upotrebom specifi¢nih pocetnica za gen »Cfex i DNA polimeraze Phusion High-Fidelity.
Pritom je spomenuta DNA polimeraza zbog svoje 3' — 5' egzonukleazne aktivnosti osigurala
veliku tocnost umnazanja cjelovite cDNA za rCfex (Ishino i Ishino, 2014.; Wang i sur.,
2004.). Cjelovita cDNA za rCfex klonirana je u plazmid pJET1.2/blunt kojim su
transformirane bakterijske stanice E. coli soja DH5a (Hoseini i Sauer, 2015.; Popovi¢ i sur.,
2013.). Uz prisutnost antibiotika ampicilina, transformirane bakterijske stanice na krutoj
podlozi formiraju kolonije (Hoseini i Sauer, 2015.) koje su rabljene kao kalup (engl. template)
tijekom reakcije PCR u kojoj je umnozen odsje¢ak cDNA za rCfex. Potom su transformirane
bakterijske stanice umnozene kako bi se iz njih izdvojila dovoljna koli¢ina rekombinantnog

plazmida pJET1.2/blunt.

Kako bi utvrdili slijed nukleotida cDNA za rCfex koja je klonirana u rekombinantni plazmid
pJET1.2/blunt, isti je sekvenciran upotrebom 6 oligonukleotidnih pocetnica (Tablica 9).
Sekvenciranje i sravnjivanje dobivenih sljedova nukleotida sa sljedom nukleotida gena »Cfex
potvrdilo je da je cjelovita cDNA za rCfex uspjeSno klonirana u plazmidni vektor
pJET1.2/blunt. Potom je konstruiran rekombinantni plazmid pcDNA™3.1/HisC koji se rabi

za transfekciju stanica sisavaca (https://www.thermofisher.com). Odsje¢ak ¢cDNA za rCfex

izdvojen je iz plazmida pJET1.2/blunt koriStenjem dvije kombinacije restrikcijskih enzima
(EcoRl/Apal ili Nhel/Apal) §to je omogucéilo konstruiranje dva razli¢ita rekombinantna
plazmida pcDNA™?3.1/HisC za transfekciju stani¢ne linije HEK293. Rekombinantni plazmid,
obraden kombinacijom enzima EcoRI/Apal je uz odsjecak cDNA za rCfex posjedovao biljege
poliHis i Xpress, dok je drugi plazmid obraden enzimima Nhel/Apal sadrzavao samo odsjec¢ak
cDNA za rCfex. Oba rekombinantna plazmida su potom koristena za prolaznu transfekciju
stanica HEK293 pomocu kemijskog agensa PEI. Transfekcija stanica sisavaca u kojoj se
koristi PEI, u literaturi se opisuje kao vrlo efikasan, jednostavan i netoksican postupak za
stanice (Boussif, 1995.; Boussif i sur., 1996.; Jager i sur., 2013.; Thomas i Klibanov, 2002.;
Tom i sur., 2008.). Biljezi poliHis i Xpress, koji sluze kao nacin prac¢enja ekspresije proteina
kloniranog gena u heterolognim ekspresijskim sustavima (Lee i sur., 2011.; Pogaci¢ i sur.,
2000.; Popovi¢ i sur., 2013.), posluzili su kao dodatan nacin detekcije proteina rCfex u
stanicama HEK293 transfeciranim rekombinantnim plazmidima s kloniranom cjelovitom

cDNA za rCfex. Poznato je da takvi biljezi mogu utjecati na strukturu i funkciju proteina na
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kojeg su vezani (Carson i sur., 2007.; Chant i sur., 2005.; Halliwell i sur., 2001.; Ledent i sur.,
1997.; Majorek i sur., 2014.) Sto za posljedicu moze imati smanjenu moguénost ili potpunu
nesposobnost vezanja protutijela specificnog za drugi epitop na istom proteinu. Stoga su
konstruirana dva rekombinantna plazmida kako bi se koristenjem protutijela za biljege (anti-
His 1/ili anti-Xpress) i protutijela za specifi¢ni epitop na proteinu rCfex (CFEX-Ab) uspjesno
detektirala ekspresija proteina rCfex u stanicama HEK293 koje su prolazno transfecirane sa

cDNA za rCfex.

Dakle, specificnost protutijela CFEX-Ab ispitana je imunofluorescencijskom analizom
usporedbom stanica HEK293 transfeciranih rekombinantnim plazmidom s kloniranom
cjelovitom cDNA za rCfex i kontrolnih stanica HEK293 transfeciranih plazmidom koji ne
sadrzi cDNA za rCfex. Protutijelo CFEX-Ab obojilo je stanicnu membranu stanica HEK293
transfeciranih rekombinantnim plazmidom s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex, dok je
imunofluorescencijsko bojenje za rCfex bilo odsutno u kontrolnih stanica HEK293. Na slican
je nacéin heterologni ekspresijski sustav HEK293 rabljen kako bi se ispitala specificnost
protutijela za proteine SLC13A3, SLC22A6, SLC22A7, SLC22A8, SLC7A10, histaminski
H4 receptor i TRPM2 (engl. Transient Receptor Potential cation channel subfamily M
member 2) i (Beermann i sur., 2012.; Breljak i sur., 2016.; Helboe i sur., 2003.; Sun i sur.,
2012.). Specificnost protutijela za detekciju proteina CFEX/mCfex u covjeka i miSeva u
prethodnim istrazivanjima provjerena je koriStenjem razlicitih heterolognih ekspresijskih
sustava poput stani¢nih linja HEK293, COS-1 i COS-7 (engl. CV-1 in Origin with SV40
genes) (Alvarez i sur., 2004.; Knauf i sur., 2001.; Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.).
Dobiveni rezultati imunofluorescencijske analize u ovom doktorskom radu upucuju na
specificno vezanje protutijela CFEX-Ab na epitop proteina rCfex. Stoga se komercijalno
poliklonsko protutijelo CFEX-Ab mozZe rabiti za daljnja istrazivanja stani¢ne lokalizacije i

ekspresije proteina rCfex u razli¢itim tkivima/organima Stakora.

Nakon $to je potvrdena specificnost protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab), istrazena je
stanicna lokalizacija (imunofluorescencijskom analizom) i ekspresija proteina (western
analizom) rCfex u tkivima/organima Stakora u kojima je utvrdena ekspresija mRNA za rCfex
metodom klasi¢nog RT-PCR-a. Sli¢no rezultatima koji opisuju ekspresiju mRNA za rCfex,
trenutno u objavljenoj literaturi ne postoji mnogo podataka o stani¢noj lokalizaciji i ekspresiji
proteina rCfex u razli¢itim tkivima/organima Stakora. Kako bi se tijekom
imunofluorescencijske analize otkrili epitopi za vezanje protutijela CFEX-Ab, ispitane su

razli¢ite metode otkrivanja antigena koje je neophodno provesti za utvrdivanje
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optimalnih uvjeta u kojima je imunofluorescencijsko bojenje za rCfex najjaceg intenziteta
(Brzica i sur., 2009b., 2011.). Za sva ispitana tkiva i organe, optimalni uvjeti otkrivanja
antigena ukljucivali su obradu tkivnih narezaka s deterdzentima te kuhanje u citratnom puferu
pH 6. Takoder, kako bi se pronasli optimalni uvjeti za detekciju proteina rCfex tijekom
western analize, proteini iz ukupnih stani¢nih membrana razlicitih tkiva/organa denaturirani
su u nereduciraju¢im ili reduciraju¢im uvjetima pri razliitim temperaturama kao §to je
opisano u Breljak i sur., (2010.). Za sva ispitana tkiva i organe, optimalni uvjeti western
analize ukljuivali su denaturaciju proteina u reduciraju¢im uvjetima (u prisustvu [3-
merkaptoetanola) pri razli¢itim temperaturama (37°C/30 min, 65°C/15 min i 95°C/5 min).
Nakon pronalazenja optimalnih uvjeta za otkrivanje epitopa, upotrebom specificnog
protutijela CFEX-Ab provedena je detaljna imunofluorescencijska i western analiza u

tkivima/organima Stakora u kojima je klasi¢nim RT-PCR-om detektirana mRNA za rCfex.

U bubrezima S$takora, protein rCfex imunolokaliziran je u BBM proksimalnih kanali¢a
smjesStenih u kori (odsjecci S1 1 S2) i vanjskom tracku (odsjecei S3). U ostalim dijelovima
nefrona, ukljucuju¢i unutarnji traCak i papilu, protein rCfex nije pronaden. Uoceno
imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex u potpunosti je izostalo u bubrezima (ali i
ostalim ispitanim tkivima/organima) upotrebom protutijela CFEX-Ab koje je blokirano
specificnim imuniziraju¢im peptidom. Imunofluorescencijska analiza utvrdila je da je
intenzitet bojenja BBM proksimalnih kanalica smjeStenih u vanjskom tracku ~6,8 puta
(muZzjaci) i ~2 puta (zenke) jaci u odnosu na one smjeStene u kori bubrega, upucujuci na
segmentalne ((S1 = S2) < S3) i zonalne (kora < vanjski tracak) razlike u ekspresiji proteina
rCfex u bubrezima Stakora. Suprotno tome, u Zenkama Stakora soja Sprague-Dawley uocena
je drugacija distribucija proteina rCfex duz nefrona; protein rCfex imunolokaliziran je u BBM
proksimalnih kanali¢a kore, ali ne i u BBM proksimalnih kanali¢a vanjskog tracka (Petrovi¢ i
sur., 2003b.). No, treba napomenuti da su rezultati dobiveni u tom istrazivanju posljedica
koriStenja protutijela Cija se specifi¢nost opisivala odsutnos¢u imunofluorescencijskog bojenja
u bubrezima Stakora nakon blokade protutijela peptidom (Petrovi¢ i sur., 2002., 2003b.) i
odsutnoséu imunofluorescencijskog bojenja u dvanaesniku miseva Cfex KO (Wang i sur.,
2002., 2005.). No, dosadasnja istrazivanja pokazuju da blokada vezanja protutijela pomocu
imunizacijskog peptida nije siguran nacin utvrdivanja specificnosti protutijela, ve¢ se u tu
svrhu preporuca koristenje heterolognih ekspresijskih sustava (npr. stanice HEK293, COS-1,
COS-7, MDCK i oocite X. laevis sl.) u kojima se transfekcijom inducira ekspresija

specificnog  proteina ili miSeva/stanica s  inaktiviranim  specificnim = genom
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(Baker, 2015.; Bordeaux i sur., 2010.; Breljak i sur., 2013.; Holmseth i sur., 2012.; Kauthold i
sur., 2011.; Knauf i sur., 2001.; Krebs i sur., 2014.; Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.;
Reynolds i sur., 2015.; Saper, 2009.; Waldegger i sur., 2001.). U bubrezima miSeva,
imunofluorescencijskom analizom protein mCfex je takoder lokaliziran u BBM proksimalnih
kanali¢a bubrega. Medutim, detaljna stani¢na lokalizacija proteina mCfex duz mi$jeg nefrona,
s mogu¢im segmentalnim i zonalnim razlikama nije istrazivana (Knauf i sur., 2001.). Stoga je
trenutno nemoguce detaljnije usporediti profil ekspresije proteina Cfex duz nefrona izmedu te
dvije vrste glodavaca. DosadaSnja istrazivanja funkcije proteina Cfex u bubregu misSeva Cfex
KO upuéuju da ovaj protein, iako sposoban za izmjenu CI/HCO; i CI/Ox*, ponajprije
doprinosi transepitelnoj apsorpciji NaCl §to je posljedica prijenosa iona CI” (u stanicu)
zamjenu za izbacivanje iona Ox” u proksimalne kanali¢e bubrega (Alper i Sharma, 2013.;
Aronson, 2006.; Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.; Markovich i Aronson, 2007.). Kako
sli¢na istrazivanja funkcije proteina rCfex u Stakora trenutno nedostaju, pretpostavljamo daiu
bubrezima $takora ovaj protein vjerojatno ostvaruje izmjenu CI7HCO;™ i CI70x™, pri ¢emu je
vezanje 1 izmjena oksalata njegova dominantna uloga. S druge strane, kod covjeka,
dosadasnja imunocitokemijska istrazivanja pokazuju da je protein CFEX lokaliziran u
stanicama razli¢itih dijelova nefrona kao S$to su epitelne stanice distalnih dijelova
proksimalnih kanali¢a, tankog i debelog uzlaznog kraka Henleove petlje, guste pjege,
distalnih zavijenih kanali¢a i subpopulacije interkaliraju¢ih stanica sabirnih kanala (Kujala i
sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.). Bitno je spomenuti kako je specifi¢nost protutijela za protein
CFEX, koristenih u prethodnim radovima, provjerena blokadom protutijela imunizacijskim
serumom (Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur., 2000.) ili stanicama COS-1 transfeciranim sa
cDNA za CFEX (Kujala i sur., 2005.). No, postojanje ovakvog slozenijeg profila ekspresije
proteina CFEX u ¢ovjeka, u odnosu na ekspresiju proteina Cfex u Stakora i miSa, ukazuje na
oprez pri pokusaju translacije podataka/saznanja o moguc¢im pato/fiziolosSkim ulogama
proteina CFEX/Cfex izmedu vrsta, to¢nije ¢ovjeka i glodavaca (Stakora i miSeva) kao ucestalo
rabljenih pokusnih Zivotinja. U ukupnim stani¢cnim membrana izdvojenim iz bubrega (ali i
ostalih ispitanih tkiva/organa), specifi¢no protutijelo CFEX-Ab je tijekom western analize
obiljezilo jednu proteinsku vrpcu od ~120 kDa koja je u potpunosti blokirana upotrebom
protutijela CFEX-Ab inkubiranim specificnim imuniziraju¢im peptidom. Nasuprot ovom
nalazu, u uzorcima ukupnih stani¢nih membrana izdvojenim iz maternice Stakora, detektirana
je proteinska vrpca za rCfex od ~90 kDa (Gholami i sur., 2012.). S obzirom na broj
aminokiselinskih ostataka u proteinu rCfex (758) i pretpostavljeni broj N-glikozilacijskih

mjesta (2), njegova relativna molekulska masa iznosila bi oko ~90 kDa. No, iako bi
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molekulska masa od ~90 kDa odgovarala proteinu CFEX/Cfex u Covjeka i glodavaca s
obzirom na broj aminokiselinskih ostataka i broj N-glikozilacijskih mjesta (Li i sur., 2014.),
objasnjenje za pronalazak vece molekulske mase u ovom istrazivanju mozda mogu dati
opazanja molekulskih masa proteina CFEX u rasponu od 84-200 kDa u razli¢itim
ekspresijskim stani¢nim sustavima (stanice MDCK i HEK293 te oocite zabe X. laevis) koja
sugeriraju da je ovaj protein moguce podlozan razli¢itim stupnjevima glikozilacije (Li i sur.,
2014.; Waldegger i sur., 2001.). Shodno tome, unato¢ tome Sto su dosadasnja istrazivanja u
mnogim tkivima razlicitih sojeva miSeva i Stakora zabiljeZila molekulsku masu proteina Cfex
od ~90 kDa (Alvarez i sur., 2004.; Gholami i sur., 2012.; Knauf i sur., 2001.; Petrovi¢ i sur.,
2003b.; Wang i sur., 2002., 2005.), ne smijemo odbaciti moguénost postojanja razli¢itih
tkivno- 1 vrsno-specificnih modifikacija proteina rCfex koje bi mogle doprinijeti razlici
utvrdenih molekulskih masa. Sukladno rezultatima imunofluorescencijske analize, western
analiza je u bubrezima Stakora potvrdila postojanje zonalnih razlika u ekspresiji proteina
rCfex; ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) u uzorcima ukupnih stani¢nih membrana
izdvojenih iz vanjskog tracka (odsjecci S3) bubrega je ~7,3 puta jaca u odnosu na membrane
izdvojene iz kore (odsjecci S1 i S2). Slicna istrazivanja, u kojima bi se pratile segmentalne i
zonalne razlike u ekspresiji proteina mCfex/CFEX duz mi$jeg i ljudskog nefrona, nisu do
sada provedena (Alper i Sharma, 2013.; Knauf i sur., 2001.; Kujala i sur., 2005.; Lohi i sur.,
2000.).

U ovom doktorskom radu je po prvi puta opisana tkivna distribucija i stanicna lokalizacija
proteina rCfex duz probavne cijevi Stakora. U tankom crijevu S$takora, protein rCfex
imunolokaliziran je u Cetkastim (apikalnim) membranama enterocita smjeStenim u
dvanaesniku i taStom crijevu, dok imunofluorescencijsko bojenje za rCfex nije detektirano u
enterocitima vitog crijeva. Sukladno rezultatima RT-PCR analize, imunofluorescencijsko
bojenje za protein rCfex nije detektirano u Zelucu, slijepom i debelom crijevu Stakora.
Intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rCfex u ¢etkastim membranama je ~1,9 puta jaci
u enterocitima smjeStenim u dvanaesniku u odnosu na one smjeStene u taStom crijevu,
sugeriraju¢i zonske razlike (dvanaesnik > tasto crijevo) u ekspresiji proteina rCfex uzduz
tankog crijeva Stakora. Sukladno rezultatima imunofluorescencijske analize, u ukupnim
stanicnim membrana izdvojenim iz tankog crijeva, specifi¢no protutijelo CFEX-AD je tijekom
western analize obiljezilo jednu proteinsku vrpcu od ~120 kDa pri ¢emu su uocene zonske
razlike (dvanaesnik > taSto crijevo) u ekspresiji proteina od ~120 kDa duz tankog crijeva

Stakora. Do danas nisu objavljeni rezultati koji opisuju tkivnu distribuciju i stani¢nu
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lokalizaciju proteina rCfex duz probavne cijevi u Stakora. U miSeva, dosadasnja
imunocitokemijska istrazivanja opisuju stani¢nu lokalizaciju proteina mCfex u apikalnim
membranama enterocita dvanaesnika, ali biljeze i potpunu odsutnost imunofluorescencijskog
obojenja za mCfex u debelom crijevu (Petrovi¢ i sur., 2002.; Wang i sur., 2002., 2005.),
sukladno rezultatima tkivne distribucije proteina rCfex opisanim u ovom doktorskom radu.
Osim toga, intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za protein rCfex u dvanaesniku je ~4,9
puta jaci u apikalnim membranama enterocita smjeStenim pri vrhovima crijevnih resica u
odnosu na one smjeStene pri dnu crijevnih resica, Sto odgovara opisu distribucije proteina
mCfex uzduz crijevnih resica u dvanaesniku misa (Petrovi¢ i sur., 2002.). Dodatno, za razliku
od Stakora, u miSa je opisana stani¢na lokalizacija proteina mCfex u apikalnoj membrani
parijetalnih stanica Zeluca (Petrovi¢ i sur., 2002.), ukazuju¢i na postojanje vrstnih (lat.
species) razlika u ekspresiji proteina Cfex duz probavne cijevi. Za razliku od glodavaca,
stanicna lokalizacija proteina CFEX u probavnoj cijevi ¢ovjeka jo$ uvijek nije poznata.
Dosadasnja istrazivanja u miSeva kojima je inaktiviran gen Cfex (Cfex KO), ukazala su da
protein Cfex ima vaznu ulogu u izlu¢ivanju HCO;™ (prijenos CI/HCOj;) u proksimalnom
dijelu tankog crijeva (dvanaesnika) (Wang i sur., 2002., 2005.) §to uz istovremenu aktivnost
NHE3 (izmjenjivaéa Na'/H' 3) doprinosi elektroneutralnoj apsorpciji Na™ i CI, ali i
neutralizaciji kiselog sadrzaja koji dolazi iz zeluca (Alper i Sharma, 2013.; Aronson, 2006.;
Wang i sur., 2002., 2005.). Dodatna istrazivanja na modelu miseva Cfex KO ukazala su da je
protein mCfex istovremeno bitan u izlu¢ivanju oksalatnog iona Ox” u lumen tankog crijeva
(dvanaesnika i vitog crijeva) (Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.) ¢ime se posljedi¢no
sprjeCava unos velike koli¢ine navedenog iona u krv te se smanjuje vjerojatnost njegove
koncentracije i nastanak kristala kalcijeva oksalata (bubreznih kamenaca) u bubrezima
(Aronson, 2006.; Freel i sur., 2006.; Jiang i sur., 2006.; Wang i sur., 2005.). Nadalje, uzmemo
li u obzir rezultate prijas$njih istrazivanja koji pokazuju postojanje transporta/izlucivanja
bikarbonata (u dvanaesniku) i oksalata (u tasStom i vitom crijevu) u tankom crijevu Stakora i
zeca (Brown i sur., 1989.; Freel i sur., 1994., 1998.; Isenberg i sur., 1993.; Knickelbein i sur.,
1986.; Séfsten, 1993.), razumno je za pretpostaviti da bi fizioloska uloga proteina rCfex
detektiranog u tankom crijevu (dvanaesniku i taStom crijevu) Stakora mogla biti slicna onoj
opisanoj za protein mCfex u tankom crijevu miSeva. Naime, na temelju objavljenih podataka
za pretpostaviti je da se fizioloska uloga proteina rCfex u Stakora i miSeva ocituje u obavljanju
prijenosa aniona CI7HCO; i CI7/0x?, pri ¢emu je moguée da se prvi oblik prijenosa (CI
/HCO3) mozda dominantno ostvaruje u proksimalnim dijelovima tankog crijeva

(dvanaesniku) dok se drugi oblik prijenosa (CI70x>) dominantno ostvaruje u distalnim
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dijelovima tankog crijeva (taStom i vitom crijevu). Suprotno tome, rezultati ranijih
istrazivanja u ¢ovjeka ukazali su da se u fizioloskim uvjetima apsorpcija oksalatnog iona
dominantno odvija u Zelucu i proksimalnim dijelovima tankog crijeva (Chen i sur., 2003.;
Prenen i sur., 1984.) ukazuju¢i na moguce razlike u prijenosu oksalatnog aniona izmedu
glodavaca i covjeka. No, za kvalitetnu usporedbu fizioloskog znacaja proteina CFEX/Cfex u
razli¢itih vrsta (glodavaca i covjeka), nuzna su daljnja istrazivanja koja bi detaljno opisala
ekspresiju proteina CFEX/Cfex i drugih proteina, npr. SLC26A2 koji moguce takoder obavlja

prijenos oksalatnog iona u probavnoj cijevi glodavaca i covjeka (Brzica i sur., 2013.).

U ovom doktorskom radu po prvi puta je opisana stani¢na lokalizacija proteina rCfex u jetri
Stakora u kojoj je protein rCfex imunolokaliziran u kanalikularnim membranama hepatocita.
Stani¢na lokalizacija proteina rCfex u kanalikularnim membranama dodatno je potvrdena
imunofluorescencijskim bojenjem za Na/K-ATPazu, kao biljegom za sinusoidalnu membranu
hepatocita (Blitzer i sur., 1978.). Sli¢no rezultatima western analize u bubrezima i tankom
crijevu Stakora, u jetri Stakora uocena je proteinska vrpca za rCfex veli¢ine ~120 kDa. Sli¢ni
podaci o stani¢noj lokalizaciji i ekspresiji proteina CFEX/Cfex u hepatocitima covjeka i
misSeva trenutno ne postoje. No, poznato je da se u kanalikularnim membranama hepatocita,
uz izlu€ivanje zucnih soli, odvija aktivno izlucivanje drugih organskih i anorganskih tvari
koje prvenstveno ukljucuju glutation i bikarbonat (Banales i sur., 2006.). Dok se izluCivanje
glutationa odvija putem prijenosnika organskih aniona MRP2/ABCC2, pokazano je da se
izluCivanje Dbikarbonata odvija djelovanjem DIDS (engl. 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-
stilbenedisulfonic acid)-inhibiraju¢eg, o natriju neovisnog elektroneutralnog izmjenjivaca
aniona CI/HCO;3; SLC4A2, koji je funkcionalno karakteriziran u sustavu kanalikularnih
membranskih vezikula izdvojenih iz jetre Stakora te imunolokaliziran u kanalikularnoj
membrani hepatocita u Covjeka (Banales i sur., 2006.; Boyer, 2013.; Meier i sur., 1985.).
Shodno tome, uzimajuci u obzir ¢injenicu kako postoji nedostatak podataka o funkcionalnoj
karakterizaciji proteina rCfex, a karakteristike izmjene aniona CI/HCO; proteinom
CFEX/Cfex se razlikuju izmedu razli¢itih vrsta; u misSeva (elektrogena) i covjeka
(elektroneutralna) (Alper i Sharma, 2013.), teSko je re¢i je li izmjena navedenih aniona
primarna fizioloska uloga proteina rCfex u jetri Stakora. No, s druge strane poznato je da se u
fizioloSkim uvjetima oksalatni anion u velikom dijelu proizvodi kao nusprodukt metabolizma
hepatocita, potom se prenosi u krv putem prijenosnika Sat-1 na sinusoidalnoj membrani
hepatocita, te se konacno izbacuje iz organizma procesima glomerularne filtracije i

izluCivanja putem proksimalnih kanali¢a bubrega (Brzica i sur., 2009a., 2013.). Dodatno,
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autori istih istrazivanja pretpostavljaju da bi se dio oksalatnih iona (u zamjenu za jo$
neodredene anione) iz hepatocita mogao usporedno izlucivati u zu¢ posredstvom proteina
CFEX/Cfex (Brzica i sur., 2013.). No, kako bi odredili moguéu primarnu fiziolosku ulogu
proteina CFEX/Cfex u jetri Stakora i ostalih sisavaca potrebna su dodatna istrazivanja koja bi
opisala funkcionalnu aktivnost ovih proteina u kanalikularnim membranama hepatocita

glodavaca i ¢ovjeka.

Nadalje, u ovom doktorskom radu opisana je stani¢na lokalizacija proteina rCfex u guSteraci
Stakora u kojoj je protein rCfex imunolokaliziran u luminalnim membranama izvodnih
kanalica guSterace. Rezultati western analize, kao 1 u svim ostalim ispitanim
organima/tkivima Stakora, utvrdili su proteinsku vrpcu za rCfex od ~120 kDa. Za usporedbu,
podaci o stani¢noj lokalizaciji i ekspresiji proteina mCfex u guSterai miSeva jo§ uvijek
nedostaju, dok je u gusteraci Covjeka i Stakora protein CFEX prethodno imunolokaliziran u
luminalnim membranama epitelnih stanica izvodnih kanali¢a (Ko i sur., 2004.; Lohi i sur.,
2000.), Sto se podudara s nalazom stani¢ne lokalizacije proteina rCfex u gusteraci Stakora u
ovom doktorskom radu. Poznato je da sekretinom stimulirane epitelne stanice izvodnih
kanali¢a gusterace mogu u ¢ovjeka i zamorca izlucivati teku¢inu bogatu bikarbonatom (~140
mM) (Alper i Sharma, 2013.; Lee i sur., 2012.; Steward i Ishiguro, 2009.; Stewart i sur.,
2011.) kao i u miSeva i Stakora (~40-70 mM) (Alper i Sharma, 2013.; Steward i Ishiguro,
2009.; Stewart i sur., 2011.). No, iako je primije¢eno da je zamorac moguée pogodniji model
za istrazivanje uloge proteina CFEX u gusteraci covjeka, istraZivanja provedena u zamorca i
miSeva Cfex KO ukazala su na jedinstvenu ¢injenicu da je u izvodnim kanali¢ima gusterace
sisavaca protein Cfex, uz interakciju s proteinom CFTR poglavito zaduzen za izlucivanje
bikarbonata i stvaranje bikarbonatom bogate teku¢ine (Alper i Sharma, 2013.; Ko i sur.,
2002., 2004.; Lee i sur., 2012.; Steward i Ishiguro, 2009.; Stewart i sur., 2011.; Wang i sur.,
2006.). Takva, bikarbonatom bogata teku¢ina ima bitnu ulogu u sprjeCavanju prerane
aktivacije proenzima izluCenih iz acinarnih stanica gusteraCe te neutralizacije Zelucane
kiseline u dvanaesniku (Alper i Sharma, 2013.; Hegyi i sur., 2011.). Shodno tome, u
nedostatku sli¢nih podataka za Stakore, moguce je pretpostaviti da bi primarna fizioloSka
uloga proteina rCfex u izvodnim kanali¢ima gusSteraCe Stakora takoder mogla biti prijenos
bikarbonatnih iona u lumen istih s ciljem sprjecavanja aktivacije izlu¢enih enzima gusterace i

puferiranja sadrzaja tankog crijeva (dvanaesnika) u kojem dolazi do njegove razgradnje.

U ovom doktorskom radu po prvi puta je opisana spolno ovisna ekspresija mRNA i proteina

rCfex u bubrezima Stakora. U jetri i gusteraci spolno zrelih Stakora, ekspresija mRNA i
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proteina rCfex nije ovisna o spolu, tj. podjednaka je u muzjaka i Zenki. Rezultati qRT-PCR-a,
western i imunofluorescencijske analize ovog doktorskog rada pokazuju da je ekspresija
mRNA i proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora jaca u muzjaka u odnosu na zenke
(muZzjaci > Zenke), Sto sugerira da je ista regulirana i na razini transkripcije (mRNA) i na
razini translacije (protein). Nadalje, rezultati imunokemijskih analiza pokazali su da kastracija
smanjuje, a ovarijektomija ne mijenja ekspresiju proteina rCfex u bubrezima Stakora,
ukazuju¢i na stimulacijski u€inak androgenih hormona. Dodatne imunokemijske analize
potvrdile su stimulacijski u¢inak testosterona; testosteron stimulira, a estradiol i progesteron
ne mijenjaju ekspresiju proteina rCfex u bubrezima kastriranih muzjaka. Za razliku od spolno
zrelih Stakora, u bubrezima spolno nezrelih Zivotinja ekspresija proteina rCfex podjednaka je
u oba spola; slicna je onoj nadenoj u spolno zrelih zenki, a niza od one pronadene u spolno
zrelih muzjaka. Drugim rijeCima, spolne razlike u ekspresiji mRNA i proteina rCfex u

bubrezima Stakora javljaju se nakon puberteta uslijed stimulacijskog ucinka testosterona.

U jetri i bubrezima covjeka i glodavaca (miSevi i Stakori), ekspresija mRNA i proteina
mnogobrojnih membranskih prijenosnika unutar nadobitelji SLC (prijenosnici za organske
anione, katione i glukozu) i nadobitelji ABC (prijenosnici Mrp) regulirana je spolnim
hormonima (Saboli¢ i sur., 2007., 2011.). In silico analiza promotorskih regija tih prijenosnika
ukazuje na postojanje specificnih sljedova nukleotida osjetljivih na androgene (ARE),
estrogen (ERE) i progesteron (PRE) (engl. Progesteron Resposne Elements) koji posljedi¢no
reguliraju transkripciju ciljnih gena (Saboli¢ i sur., 2007.). No, do sada nije istrazeno postoje
li u promotorskim regijama gena unutar obitelji Slc26 sljedovi ARE, ERE i PRE koji bi mogli
regulirali transkripciju specificnih membranskih prijenosnika, ukljucujuéi i rCfex. Takoder, o
spolu ovisna ekspresija mRNA i proteina CFEX/Cfex u ¢ovjeka i glodavaca (Stakora i
misSeva) jo§ uvijek nije istrazena (Alper i Sharma, 2013.; Brzica i sur., 2009a., 2013.). Jedini
¢lan obitelji Slc26, za kojeg postoje podaci o spolno ovisnoj ekspresiji, je membranski
prijenosnik za sulfatni anion 1 (Sat-1, Slc26al) (Brzica i sur., 2009a., 2013.). Rezultati
western i imunocitokemijske analize pokazali su da je ekspresija proteina Sat-1 u jetri i
bubrezima Stakora znacajno veca u muzjaka nego u zenki. Medutim, metodom qRT-PCR-a
nisu uocene spolne razlike u ekspresiji mRNA za Saz-1, kako u jetri, tako ni u bubrezima
Stakora. Na modelu gonadektomiranih zivotinja, te kastriranih muzjaka tretiranih estradiolom
i progesteronom, utvrdeno je da su spolne razlike u ekspresiji proteina Sat-1 posljedica
inhibitornog ucinka estradiola i progesterona na post-transkripcijskoj razini (Brzica i sur.,

2009a., 2013.). Dakle, za razliku od proteina Sat-1 (Slc26al), navedeni rezultati ovog
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doktorskog rada upucuju na stimulacijski ucinak testosterona na ekspresiju proteina rCfex

(Slc26a6) u bubrezima Stakora.

Iz ovih saznanja izgledno je za pretpostaviti kako testosteron, osim $to utjeCe na povecanu
proizvodnju oksalata u hepatocitima i doprinosi povecanju oksidativnog stresa u bubreznim
kanali¢ima (Fan i sur., 1999.; Lee i sur., 1992.; Liang i sur., 2014.; Yoshioka i sur., 2010.),
takoder stimulira i ekspresiju rCfex-a u proksimalnim kanali¢ima bubrega. Tako, uz spolno-
ovisnu ekspresiju proteina Sat-1 (muzjaci > Zenke), moguce pridonosi pove¢anom prijenosu
stvorenog oksalatnog iona iz krvi u lumen bubreznih kanali¢a. Naime, u pato/fizioloSkom
stanju bolesti bubreznih kamenaca moguce je pretpostaviti da bi povecani unos oksalata i
njegovih prekursora putem hrane i povecano stvaranje oksalata u stanicama jetre, potaknuto
uc¢inkom testosterona (muzjaci/muskarci > zenke/Zene), mogli uzrokovati porast razine
oksalata u krvi. Posljedicno bi se taj oksalat prenosio iz krvi, putem prijenosnika Sat-1, u
lumen proksimalnih kanali¢a bubrega, putem prijenosnika CFEX/Cfex. U tom sluc¢aju bi u
pripadnika muskog spola, ukljucuju¢i glodavce i ljude, moglo do¢i do zasi¢enja otopine
ultrafiltrata oksalatnim ionom i pove¢ane mogucnosti za stvaranje kristala kalcijeva oksalata u
bubrezima. Navedeno otkri¢e spolno ovisne ekspresije proteina rCfex u bubrezima Stakora u
ovom doktorskom radu vrlo je zanimljivo obzirom na cinjenicu da su hiperoksalurija i
bubrezni kamenci 2-3 puta ucestaliji u ljudi i glodavaca muskog spola u odnosu na zenski spol
(Breljak 1 sur., 2015.; Brzica i sur., 2013.; Coe i sur., 2005.; Costa-Bauza i sur., 2007.;
Dall’era i sur., 2005.; Hesse i sur., 1987.; Iguchi i sur., 1999.; Jiang i sur., 2006.; Khan i
Glenton, 2010.; Kohri i sur., 1991.; Lee 1 sur., 1996.; Lemann i sur., 1996.; Liebman i Costa,
2000.; Sakhaee, 2009.). Kako je oksalatni ion prepoznat kao dominantni supstrat za protein
Cfex u crijevima i bubrezima miSeva Cfex KO (Aronson, 2006.; Chernova i sur., 2005.; Jiang
isur., 2002.; Xie i sur., 2002.), otkri¢e spolnih razlika u ekspresiji proteina rCfex u bubrezima
moglo bi djelomi¢no doprinijeti objasnjenju spolnih razlika u incidenciji stvaranja kristala
kalcijeva oksalata, tj. bubreznih kamenaca u ljudi i laboratorijskih Zivotinja (miSeva i Stakora).
U bubrezima 1 jetri Stakora pronadena je slicna spolno ovisna ekspresija proteina Sat-1
(muzjaci > zenke), pa je ve¢ ranije pretpostavljeno da bi transport oksalata mogao biti
posredovan zdruzenom aktivnoS¢u oba proteina (Sat-1 1 Cfex) (Brzica i sur., 2009a.).
Takoder, kako je protein Sat-1, za razliku od proteina CFEX/Cfex, lokaliziran na BLM
proksimalnih kanali¢a, pretpostavljeno je da bi zdruzenim djelovanjem proteina Sat-1 i Cfex
bio omogucen prijenos oksalata iz krvi u epitelne stanice proksimalnih kanali¢a kroz BLM

proksimalnih kanali¢a (posredstvom Sat-1) i njegovo izluCivanje kroz BBM proksimalnih
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kanali¢a (posredstvom Cfex-a) u lumen proksimalnih kanali¢a (Brzica i sur., 2009a., 2013.;
Marengo i Romani, 2008.; Schnedler i sur., 2011.). Medutim, protein Sat-1 je ve¢im dijelom
lokaliziran u BLM proksimalnih kanali¢a (odsjecci S1 i S2) smjestenih u kori bubrega (Brzica
i sur., 2009a.; Karniski i sur., 1998.) u odnosu na protein rCfex (rezultati ovog doktorskog
rada) koji je ve¢im dijelom lokaliziran u BBM proksimalnih kanali¢a (odsjecci S3) smjestenih
u vanjskom tracku. Stoga, prijenos oksalata vjerojatno nije posredovan iskljucivo
pretpostavljenim zdruzenim djelovanjem proteina Sat-1 i rCfex smjeStenim na BLM (Sat-1) i
BBM (rCfex) proksimalnih kanali¢a. Drugim rijeCima, nije teSko zamisliti da uz spomenuta
dva prijenosnika oksalatnog iona (Sat-1 i rCfex) na membranama proksimalnih kanali¢a
postoje i drugi, jo§ neopisani prijenosnici, koji doprinose prijenosu oksalata iz krvi u bubrezne

kanalic¢e i prijenosu oksalata iz bubreznih lanali¢a u njihov lumen.

Nadalje, prijasnja istraZivanja provedena na ljudima i kastriranim Stakorima ukazala su da bi
povecane razine testosterona i dihidrotestosterona mogle imati znacajnu ulogu u stvaranju
bubreznih kamenaca i objasniti razli¢itu incidenciju stvaranja kristala kalcijeva oksalata medu
spolovima (Fan i sur., 1999.; Lee i sur., 1992., 1996.; Li i sur., 2010.; Liang i sur., 2014.;
Watson i sur., 2010.; Yagisawa i sur., 2001.; Yoshioka i sur., 2010.). Dosada se ucinak
testosterona uglavnom promatrao u okviru ¢imbenika koji bi mogli utjecati na povecanu
sintezu oksalata (npr. ekspresija enzima glikolat oksidaze) i oksidativni stres (npr. ekspresija
NADPH oksidaze) te time doprinijeti stvaranju oksalatnih kamenaca u bubreznim kanali¢ima
(Fan i sur., 1999.; Lee i sur., 1992.; Yoshioka i sur., 2010.). Rezultati nedavnog istrazivanja u
miSeva s inaktiviranim genom za receptor androgena (engl. Androgen Receptor Knock Out
mice; ARKO) i ljudi oboljelih od bubreznih kamenaca ukazali su na vaznost testosterona u
povecanju ekspresije enzima glikolat oksidaze u jetri i podjedinice p22-PHOX oksidaze
NADPH u bubrezima miseva i ljudi. Naime, pokazano je da povecana ekspresija enzima
glikolat oksidaze uslijed stimulacijskog uc¢inka testosterona dovodi do povecane proizvodnje
oksalatnog iona u hepatocitima. Osim toga, uoceno je da testosteron povecava aktivnost
podjedinice p22-PHOX oksidaze NADPH u bubrezima i posljedicno mijenja anabolizam
reaktivnih oksidativnih vrsta te dovodi do oStec¢enja bubreznih kanalica, $to je, prema ranijim
istrazivanjima (Davalos i sur., 2010.; Hirose i sur., 2010.; Zuo i sur., 2011.) jedan od
preduvjeta stvaranja kristala kalcijeva oksalata u bubrezima (Liang i sur., 2014.). Ipak, u¢inak
spolnih hormona (poglavito testosterona) na ekspresiju proteina CFEX/Cfex, koji je uz

protein SAT-1/Sat-1 moguée zaduZen za obavljanje znacajnog prijenosa oksalata iz krvi u
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lumen bubreznih kanali¢a sisavaca (Brzica i sur., 2009a., 2013.; Marengo i Romani, 2008.;
Schnedler i sur., 2011.), jo§ nije istraZzen. S obzirom na navedene ucinke testosterona i
¢injenicu da su spolne razlike u incidenciji nefrolitijaze/urolitijaze uocene iskljucivo u ljudi
srednje zivotne dobi (Brzica i sur., 2013.; Dall’era i sur., 2005.; Kohri i sur., 1991.; Lemann i
sur., 1996.; Liebman i Costa, 2000.), moze se pretpostaviti da tek razvojem spolnih zlijezda
nastaju preduvjeti koji doprinose stvaranju navedenih spolnih razlika u odrasloj populaciji.
Drugim rije¢ima, kako bi ukazali na vaZnost testosterona u regulaciji incidencije
nefrolitijaze/urolitijaze, potrebno je dodatno prouciti regulaciju ekspresije proteina

CFEX/Cfex u bubrezima djece i spolno nezrelih glodavaca.

Rezultati prikazani u ovom doktorskom radu po prvi puta detaljno opisuju stani¢nu
lokalizaciju proteina rCfex, te njegovu ekspresiju na razini mRNA i proteina u razli¢itim
organima/tkivima Stakora soja Wistar. Takoder, rezultati ovog doktorskog po prvi puta
opisuju spolne razlike (muzjaci > Zenke) u ekspresiji mRNA i proteina rCfex u bubrezima
Stakora, koje se javljaju nakon puberteta uslijed stimulacijskog u¢inka testosterona. Dobiveni
rezultati omogucit ¢e bolje razumijevanje fizioloske uloge prijenosnika CFEX/Cfex u
nastanku urolitijaze/nefrolitijaze, ali moguce i nekih drugih pato/fizioloskih stanja u ljudi i
glodavaca (Stakora i miSeva), kao ucestalo rabljenih pokusnih Zivotinja u pato/fizioloskim,

farmakoloskim i toksikoloSkim istrazivanjima.
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. Metodom klasicnog RT-PCR-a utvrdena je ekspresija mRNA za rCfex u razliitim
tkivima/organima S§takora ukljuujuéi bubrege, jetru, gusteracu i tanko crijevo
(dvanaesnik, taSto crijevo i vito crijevo). Ekspresija mRNA za rCfex nije utvrdena u

zelucu, slijepom i debelom crijevu Stakora.

. Metodama molekularnog kloniranja konstruiran je rekombinantni plazmid
pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom c¢cDNA za rCfex kojime su prolazno

transfecirane stanice HEK293.

. Efikasnost transfekcije stanica HEK293 potvrdena je imunofluorescencijskom
analizom usporedbom kontrolnih stanica HEK293 koje su prolazno transfecirane
plazmidom koji ne sadrzi cDNA za rCfex i stanica HEK293 koje su prolazno
transfecirane  rekombinantnim  plazmidom pcDNA™3.1/HisC s ukloniranom
cjelovitom cDNA za rCfex. Protutijela za polihistidinski biljeg (6xHis-Ab) i protein
rCfex (CFEX-ADb) obojila su stanicne membrane HEK293 stanica transfeciranih sa

cDNA za rCfex.

. Specificnost  protutijela za protein rCfex (CFEX-Ab) potvrdena je
imunofluorescencijskom analizom; protutijelo CFEX-Ab obojilo je stani¢nu
membranu stanica HEK293 koje su prolazno transfecirane rekombinantnim
plazmidom pcDNA™3.1/HisC s kloniranom cjelovitom cDNA za rCfex, dok je
stanicna membrana kontrolnih stanica koje su prolazno transfecirane plazmidom koji

ne sadrzi cDNA za rCfex, ostala neobojana.

. Stanicna lokalizacija 1 ekspresija proteina rCfex utvrdena je metodama
imunofluorescencijske i western analize upotrebom specifi¢nog protutijela za protein

rCfex (CFEX-Ab) u razli¢itim tkivima i organima Stakora:

a. U bubrezima, protein rCfex lokaliziran je u cetkastim membranama
proksimalnih kanali¢a smjestenih u kori (odsjecei S1 1 S2), medularnim zrakama
(odsjecci S3) 1 vanjskom tracku (odsjecci S3). U ostalim zonama nefrona,

ukljucujuéi unutarnji tracak i papilu, protein rCfex nije pronaden. U ukupnim
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stanicnim membranama izdvojenim iz bubrega, protutijelo CFEX-Ab obiljezilo
je jednu proteinsku prugu (~120 kDa) koja je blokirana imunizacijskim
peptidom. Ekspresija proteina rCfex duz nefrona pokazuje zonalne (kora <
vanjski tracak) i segmentalne ((S1 ~ S2) < S3) razlike. Imunofluorescencijsko
bojenje za protein rCfex je ~6,8 (u muzjaka) i ~2 (u zenki) jace u Cetkastim
membranama odsjecaka S3 proksimalnih kanali¢a u vanjskom tracku u odnosu
na odsjecke S1 i S2 proksimalnih kanali¢a u kori. Takoder, ekspresija proteina
rCfex (~120 kDa) je ~7,3 puta jaca u vanjskom tracku u odnosu na koru.

b. U crijevima, protein rCfex lokaliziran je u Cetkastim membranama enterocita
smjesStenih u dvanaesniku i tastom crijevu. U distalnom dijelu tankog crijeva (vito
crijevo), slijepom i debelom crijevu, protein rCfex nije pronaden. U ukupnim
stanicnim membranama izdvojenim iz dvanaesnika i taStog crijeva, protutijelo
CFEX-Ab obiljezilo je jednu proteinsku prugu (~120 kDa) koja je blokirana
imunizacijskim peptidom. Ekspresija proteina rCfex duz tankog crijeva pokazuje
zonske razlike (dvanaesnik > tasto crijevo), dok u vitom crijevu protein rCfex nije
pronaden. Imunofluorescencijsko bojenje za protein rCfex je ~1,9 puta jace u
Cetkastim membranama enterocita smjeStenih u dvanaesniku u odnosu na one
smjeStene u tastom crijevu, a ekspresija proteina rCfex (~120 kDa) je ~2,6 puta
jaca u dvanaesniku u odnosu na tasto crijevo. Takoder, ekspresija proteina rCfex
je razlicita uzduz samih crijevnih resica; imunofluorescencijsko bojenje za protein
rCfex je ~4,6 puta ja¢e u Cetkastim membranama enterocita pri vrhu crijevnih
resica u odnosu na Cetkaste membrane smjestene pri dnu crijevnih resica.

c. U jetri, protein rCfex lokaliziran je u kanalikularnim membranama hepatocita. U
ukupnim stanicnim membranama izdvojenim iz jetre, protutijelo CFEX-Ab
obiljezilo je jednu proteinsku prugu (~120 kDa) koja je blokirana imunizacijskim
peptidom.

d. U gusteraci, protein rCfex lokliziran je u luminalnim membranama izvodnih
kanali¢a. U ukupnim stani¢énim membranama izdvojenim iz gusterace, protutijelo
CFEX-Ab obiljezilo je jednu proteinsku prugu (~120 kDa) koja je blokirana

imunizacijskim peptidom.
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6. Ekspresija mRNA i proteina rCfex ovisna je o spolu u bubrezima spolno zrelih
Stakora, tj. jaca je u muzjaka nego u zenki (muzjaci > Zenke); ekspresija mRNA za
rCfex je ~1,2 puta jaca u bubrezima muzjaka u odnosu na Zenke, a ekspresija proteina

rCfex je ~1,5 puta jac¢a u bubrezima muzjaka nego u Zenki.

7. Spolne razlike u ekspresiji proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora (muzjaci
> zenke) javljaju se nakon puberteta uslijed stimulacijskog ucinka testosterona:
a. Kastracijom muZzjaka smanjuje se ekspresija proteina rCfex u bubrezima, a
ovarijektomijom Zenki njegova ekspresija se ne mijenja.
b. Testosteron povecava ekspresiju proteina rCfex u bubrezima kastriranih
muzjaka, a estradiol i progesteron ne mijenjaju njegovu ekspresiju.
c. Ekspresija proteina rCfex nije ovisna o spolu u bubrezima spolno nezrelih
Stakora; manja je od one izmjerene u odraslih muzjaka, ali slicna onoj

izmjerenoj u odrasle zenke.

8. Ekspresija mRNA i proteina rCfex nije ovisna o spolu u jetri i gusteraci spolno zrelih

Stakora, tj. podjednaka je u muzjaka i Zenki (muzjaci = Zenke).

9. Rezultati ovog doktorskog rada, u kojem je utvrdena: 1) stanicna lokalizacija i
ekspresija proteina rCfex u razli¢itim tkivima i organima Stakora, 2) spolne razlike u
ekspresiji mRNA i proteina rCfex u bubrezima spolno zrelih Stakora i 3) stimulacijski
ucinak testosterona na regulaciju ekspresije proteina rCfex u bubrezima Stakora,
pridonijet ¢e boljem razumijevanju pato/fizioloske uloge proteina rCfex u nastanku
spolnih razlika u incidenciji nefrolitijaze/urolitijaze i drugih patofizioloskih procesa u

pokusnih zivotinja i ljudi.
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= http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
o Primer3 (v. 0.4.0)

= http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Nucleotide BLAST

= http://datasheets.scbt.com/sc-26728.pdf.

o Podaci proizvodaca o karakteristikama protutijela sc-26728 za detekciju proteina
SLC26A6/S1c26a6
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= http://www.lifetechnologies.com
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Ab
ARKO

AGAT
AMRC

ANOVA
AP-1
APS

AR
ARE
ABC
BBM
BCIP

BLAST
BLM
BSA

cDNA

cos 1,7)

DAG-CY3

DHT
DIDS

Dra

deHzO

Antibody; protutijelo

Androgen Receptor Knock Out; miSevi s inaktiviranim genom

za androgenski receptor

Alanin-glioksilat aminotransferaza

Apical mitohondria-rich cells, apikalno smjeStene stanice
bogate mitohondrijima

Analysis of variance; analiza varijance

Activator protein-1; aktivacijski protein-1

Ammonium persulfate; amonij persulfat

Androgen Receptor; receptor za androgene

Androgen Response Element; mjesto za vezanje androgena
ATP-binding casettes; ATP-vezuéi kazetni prijenosnici
Brush-border membrane; ¢etkasta membrana
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; 5-bromo-4-kloro-3-
indolil fosfat

Basic Local Alignment Search Tool; alat za sravnjivanje i
usporedbu nukleotidnih i aminokiselinskih sljedova
Basolateral membrane; bazolateralna membrana

Bovine serum albumin; albumin govedeg seruma
Complementary deoxyribonucleic acid; komplementarna

deoksiribonukleinska kiselina

CV-1 in Origin with SV40 genes, stanice porijeklom od CV-1

stani¢ne linije (stanice bubrega africkog zelenog majmuna)

koje posjeduju genetski materijal virusa SV40

Donkey anti goat-CY3; magarece protutijelo protiv kozjeg

imunoglobulina klase G obiljeZeno fluorescencijskom bojom

CY3
Dihidrotestosteron
4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfonic acid; 4,4'-

Diizotiocijano-2,2'-stilbendisulfonska kiselina

Downregulated in adenoma; protein ¢ija je ekspresija sniZena u

adenomu

Destilirana voda
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DMEM

DNA
dNTP
CFTR

CLD
EDTA

ER
ERE
ERK1/2

FBS
GAM-AP

GAM-FITC

GRHPR
HEK293

IgG

kb
kDa
KO
LB
MAPK

MDCK
Mdr

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; Dulbeccov modificirani
Eagle hranjivi medij

Deoxyribonucleic acid; deoksiribonukleinska kiselina
Deoxynucleotide triphosphate; deoksinukleotid trifosfat
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator,
transmembranski regulator cisti¢ne fibroze

Chloride anion exchanger, izmjeniva¢ aniona klora
Ethylenediaminetetraacetic acid; etilen diamin tetraoctena
kiselina

Estrogen Receptor; estrogenski receptor

Estrogen Response Elements; mjesto za vezanje estrogena
Extracellular-signal-regulated kinases 1/2; kinaze regulirane
izvanstani¢nim signalima

Forward; po€etnica komplementarna 5' kraju

Fetal Bovine Serum; serum neokocenog teleta

Goat anti mouse-alkaline phosphatase; kozje protutijelo protiv
miSjeg imunoglobulina klase G obiljeZeno enzimom alkalnom
fosfatazom

Goat anti mouse-fluorescein isothiocyanate; kozje protutijelo
protiv miSjeg imunoglobulina klase G obiljeZeno
fluorescencijskom bojom fluorescein izotiocijanatom
Glioksilat reduktaza/hidroksipiruvat reduktaze

Human embrionic kidney cells 293; stani¢na linija bubrega
ljudskog embrija 293

Immunoglobulin G; imunoglobulin klase G

Kilobase; kilobaza

Kilodalton

Knock-out; organizam kojemu je odredeni gen inaktiviran
Luria Bertani

Mitogen-Activated Protein Kinase; mitogenom aktivirane
protein kinaze

Madin-Darby Canine Kidney cells; stanice pseéeg bubrega
Multidrug resistance protein,; protein otpornosti na razlicite

lijekove
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mRNA
Na/K-ATPasa

NBT
NCBI

NTC
oD
ORF
Pat-1
pb
PBS
PCR
PEI
PMSF
PR
PRE
PT
PV
PVDF
qPCR

RAG-AP

rCfex

rHprtl

Multidrug resistance-associated protein; protein povezan s
otpornoscu na razlicite lijekove

Multiple cloning site; mjesto za viSestruko kloniranje
Relative molecular mass; relativna molekulska masa
Messenger ribonucleic acid; glasnicka ribonukleinska Kiselina
Sodium-potassium adenosine triphosphatase; Na/K-adenozin
trifosfataza

Nitro blue tetrazolium chloride; nitro plavi tetrazolium klorid
National Center for Biotechnology Information; Nacionalni
centar za biotehnoloske informacije

No template control; kontrola koja ne sadrzi kalup DNA
Optical density; opticka gustoéa

Open Reading Frame; okvir Citanja

Putative anion transporter-1; pretpostavljeni prijenosnik aniona-1
Base pairs; parovi baza

Phosphate buffered saline; fosfatni pufer

Polymerase chain reaction; lan¢ana reakcija polimerazom
Polyethylenimine; polietilenimin

Phenylmethylsulfonyl fluoride; fenil-metil-sulfonil fluorid
Progesterone Receptor; progesteronski receptor

Progesteron Resposne Element,; mjesto vezanja za progeteron
Proximal tubule; proksimalni kanalié

Portal Vein; portalna vena

Polyvinylidene fluoride; poliviniliden fluorid

Quantitative real-time polymerase chain reaction; kvantitativna
lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu
Reverse,; po€etnica komplementarna 3' kraju

Rabbit anti goat-alkaline phosphatase; kuniéje protutijelo
protiv kozjeg IgG obiljeZeno enzimom alkalnom fosfatazom
rat Chloride/formate exchanger; izmjenjiva¢ iona klora i
mravlje Kiseline u $takora

rat Hypoxanthine phosphoribosyltransferase I; hipoksantin

gvanin fosforibozil transferaza 1 u Stakora
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rMoMuLV RT

rRNA
RT
RT-PCR

S

Satl-1

SDS
SDS-PAGE

SLC/Slc
STAS

TAE

Taq DNA pol

TCM

TEMED
™

Recombinant Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase; rekombinantna reverzna transkriptaza
rekombinantnog virusa miSje leukemije

ribosomal ribonucleic acid; ribosomska RNA

Reverse transcription; reverzna transkripcija

Reverse transcription polymerase chain reaction; reverzna
transkripcija i lan¢ana reakcija polimerazom

Segment; odsjecak proksimalnih kanali¢a

Sulfate anion transporter-1; prijenosnik sulfatnog aniona 1
Sodium Dodecyl Sulfate; natrij dodecil sulfat

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamid gel electrophoresis;
natrij dodecil sulfat elektroforeza u gelu poliakrilamida
Solute carrier family, nadobitelj prijenosnika otopljenih tvari
Sulphate Transporter and AntiSigma factor antagonist;
prijenosnik sulfata i antagonist ¢cimbenika antisigma
Tris-acetate-EDTA; tris-acetat-etilendiamin tetraoctena
kiselina

Thermus aquaticus DNA polymerase; DNA polimeraza iz
bakterije Thermus aquaticus

Total cell membrane; ukupne stani¢ne membrane
Tetramethylethylenediamine; tetra-metil-etilen-diamin

Transmembrane; transmembranski
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9. ZIVOTOPIS
Dean Karaica je roden 23. 07. 1987. u Zagrebu gdje je zavrSio osnovnu Skolu te
Prirodoslovno-matematicku gimnaziju (V.). Godine 2006. upisao je preddiplomski studij
Biologije, potom i diplomski studij Eksperimentalne biologije (modul: Fiziologija i
imunobiologija) na BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta (PMF)
Sveucilista u Zagrebu. Diplomirao je 2011. god., a od 01. 02. 2012. godine zaposlen je na
Institutu za medicinska istrazivanja i medicinu rada (IMI) u Zagrebu kao znanstveni
novak/asistent u Jedinici za molekulsku toksikologiju ¢iji je voditelj tada bio dr. sc. Ivan
Saboli¢, dr. med., a sada je dr. sc. Davorka Breljak (mentorica). Poslijediplomski doktorski
studij Biologije na PMF-u Sveucilista u Zagrebu upisao je 2012. godine. Autor i koautor je 3
znanstvena rada indeksirana u bibliografskoj bazi podataka Current Contents i vise od 20
kongresnih priopéenja. Govori i pise dva strana jezika: engleski i njemacki. Clan je Hrvatskog
drustva za biokemiju i molekularnu biologiju, Hrvatskog drustva za znanost o laboratorijskim

zivotinjama i Hrvatskog herpetoloskog drustva.
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POPIS OBJAVLJENIH ZNANSTVENIH RADOVA

U casopisima indeksiranim u bazi podataka Current Contents:

1. Breljak, Davorka; Ljubojevi¢, Marija; Hagos. Yohannes; Micek, Vedran; Balen Eror,
Daniela; Vrhovac Maduni¢, Ivana; Brzica, Hrvoje; Karaica, Dean; Radovic, Nikola;
Kraus, Ognjen; Anzai, Naohiko; Koepsell, Hermann; Burckhardt, Gerhard; C. Birgitta,
Burckhardt; Saboli¢, Ivan. Distribution of the organic anion transporters NaDC3
and OAT1-3 along the human nephron. American Journal of Physiology - Renal
Physiology Published (2016), DOI: 10.1152/ajprenal.00113.2016 (¢lanak, znanstveni).

2. Breljak, Davorka; Brzica, Hrvoje; Vrhovac, Ivana; Micek, Vedran; Karaica, Dean;
Ljubojevié¢, Marija; Sekovani¢, Ankica; Jurasovi¢, Jasna; Rasi¢, Dubravka; Peraica,
Maja; Lovri¢, Mila; Schnedler, Nina; Henjakovic, Maja; Wegner, Waja; Burckhardt,
Gerhard; Burckhardt, Birgitta C.; Saboli¢, Ivan. In female rats, ethylene glycol
treatment elevates protein expression of hepatic and renal oxalate transporter
sat-1 (Slc26al) without inducing hyperoxaluria. // Croatian medical journal. 56

(2015); 447-459 (Clanak, znanstveni).

3. Herak-Kramberger, Carol Mirna; Breljak, Davorka; Ljubojevi¢, Marija; Matokanovic,
Mirela; Lovric, Mila; Rogic, Dunja; Brzica, Hrvoje; Vrhovac, Ivana; Karaica, Dean;
Micek, Vedran; Ivkovic Dupor, Jana; Brown, Dennis; Sabolic, Ivan. Sex-dependent
expression of water channel AQP1 along the rat nephron. // American Journal of

Physiology - Renal Physiology. 308 (2015), 8; F809-F821 (¢lanak, znanstveni)
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