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SAŽETAK 

 

UTJECAJ SPOLA I KASTRACIJE NA IZRAŽENOST I RASPODJELU 

PRIJENOSNIKA GLUKOZE KROZ EPITEL TANKOGA CRIJEVA SVINJE 

 

Prijenosnik glukoze ovisan o natriju 1 (SGLT1) prenosi glukozu kroz četkastu membranu u 

tankom crijevu, dok je za izlazak glukoze iz enterocita na bazolateralnoj membrani odgovoran 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 2 (GLUT2). Natrij-kalijeva crpka (Na/K-ATPaza), 

smještena na bazolateralnoj membrani, aktivno izbacuje iz stanice višak natrijevih iona 

apsorbiranih zajedno s glukozom. Izraženost i raspodjela Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u 

tankom crijevu opisana je većinom u laboratorijskih glodavaca, dok podataka za svinje manjka. 

Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 do sada se nisu uspjele utvrditi u 

probavnom sustavu laboratorijskih životinja. Istraživanje je provedeno na 20 svinja pasmine 

švedski landras podijeljenih u četiri skupine: mužjaci, ženke, kastrirani mužjaci i kastrirane 

ženke. Uzorci tkiva uzeti od pojedinih dijelova tankog crijeva, duodenuma, jejunumu i ileuma, 

analizirani su imunohistokemijskom metodom, western-analizom i lančanom reakcijom 

polimeraze. Potvrđen je opisani stanični smještaj za Na/K-ATPazu i GLUT2 na bazolateralnim 

membranama te za SGLT1 na četkastim membranama enterocita. Izraženost Na/K-ATPaze na 

razini proteina pokazuje spolne razlike (mužjaci ˂ ženke), dok postojanje spolnih razlika na 

razini mRNK nije dokazano. Izraženost SGLT1 na razini proteina ne pokazuje spolne razlike, 

dok je postojanje spolnih razlika uočeno na razini mRNK (mužjaci ˃  ženke). Izraženost GLUT2 

na razini proteina, slično kao i Na/K-ATPaza pokazuje spolne razlike (mužjaci ˂ ženke), dok 

je postojanje spolnih razlika na razini mRNK uočeno samo u ileumu. Uočene spolne razlike u 

izraženosti proteina Na/K-ATPaze i GLUT2 nastaju zbog inhibitornog učinka muških spolnih 

hormona na posttranskripcijskoj razini u tankom crijevu svinje, dok SGLT1 pokazuje drugačije 

molekularne značajke, bez spolnih razlika u izraženosti. Izraženost funkcionalno povezane 

Na/K-ATPaze i SGLT1 raste od duodenuma prema ileumu, dok GLUT2 ima najvišu izraženost 

u jejunumu. Ovakva raspodjela prijenosnika uključenih u prijenos glukoze upućuje na to da se 

većina glukoze apsorbira u jejunumu i ileumu svinja. 

 

Ključne riječi: apsorpcija glukoze, tanko crijevo, Na/K-ATPaza, SGLT1, GLUT2, spolne 

razlike 



 

 

EXTENDED ABSTRACT 

 

INFLUENCE OF GENDER AND CASTRATION ON THE EXPRESSION AND 

DISTRIBUTION OF TRANSPORTERS INVOLVED IN TRANSEPITHELIAL 

GLUCOSE TRANSPORT IN PORCINE SMALL INTESTINE 

 

 

INTRODUCTION 

 

Sodium-glucose cotransporter 1 (SGLT1) transfers glucose across the brush border membrane 

of the small intestine, while the basolateral sodium-independent glucose transporter 2 (GLUT2) 

transfers the glucose out of the enterocyte. Sodium-potassium pump (Na/K-ATPase), located 

on the basolateral membrane, actively transfers excessive sodium ions out of the cell co-

absorbed with glucose. The expression and distribution of Na/K-ATPase, SGLT1 and GLUT2 

in the small intestine were predominantly investigated in laboratory rodents, while data for pigs 

are still lacking. Although gender differences in the expression of Na/K-ATPase, SGLT1 and 

GLUT2 were described in kidneys, lungs and brain of laboratory rodents, so far there are no 

reports of differences in the digestive system. As the anatomy and physiology of the porcine 

digestive system is similar to the humans’, the porcine model gains on importance. The aim of 

this study is to investigate gender differences in the expression, effect of castration and 

distribution of Na/K-ATPase, SGLT1 and GLUT2 in the small intestine of pigs. 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

The study was conducted on 20 pigs Swedish Landrace breed divided into 4 groups (males, 

females, castrated males, castrated females) with 5 animals in each group. At the age of 10 

months the pigs were slaughtered for commercial use and tissue samples of small intestine parts, 

duodenum, jejunum and ileum, were taken and analyzed by immunostaining of tissue 

cryosections, Western blotting and polymerase chain reaction (PCR). Tissue cyosections went 

first through the antigen retrieval technique to maximize the antibody-binding sites. 

Immunostaining following these procedures included incubation of cryosections in specific 

primary Na/K-ATPase, SGLT1 and GLUT2 antibodies and matching secondary antibodies. 



 

 

The stained sections were examined and photographed by fluorescence microscope. Isolation 

of total cell membranes (TCM) by differential centrifugation method and measurement of TCM 

proteins by the Bradford assay was performed prior Western blotting. Proteins of the prepared 

samples of TCM were first separated by electrophoresis and then electrophoretically wet-

transferred to a blotting membrane. The blotting membranes were incubated with specific 

primary Na/K-ATPase, SGLT1 and GLUT2 antibodies and matching secondary antibodies. 

The protein bands on the blotting membrane were visualized by colorimetric assay and the 

protein bands were densitometrically measured. Total cellular RNA was isolated from the tissue 

samples. First-strand cDNA synthesis was performed by reverse transcription of RNA. PCR 

was performed using first-strand cDNA and specific Na/K-ATPase, SGLT1 and GLUT2 

primers. PCR products were detected in agarose gel and the obtained bands were 

densitometrically measured. 

 

RESULTS 

 

The previous described cellular localization for Na/K-ATPase and GLUT2 on basolateral 

membranes and for SGLT1 on the brush-border membrane of the enterocytes were confirmed. 

The expression of Na/K-ATPase at the protein level shows gender differences (males ˂ 

females), while the existence of gender differences at the mRNA level was not detected. The 

expression of SGLT1 at the protein level does not show gender differences, while the existence 

of gender differences is observed at mRNA level (male ˃ females). The expression of GLUT2 

at the protein level, similar to Na/K-ATPase, shows gender differences (males ˂ females), 

whereas the existence of gender differences at mRNA level was observed only in ileum. The 

distribution of functionally related transporters Na/K-ATPase and SGLT1 showed an increase 

in expression from the duodenum to the ileum, while GLUT2 had the highest expression in 

jejunum and the lowest in duodenum of the pig. 

 

CONCLUSION 

 

Results of this study showed that the observed gender differences in expression of Na/K-

ATPase and GLUT2 at the protein level are due to the inhibitory effect of male sex hormones 



 

 

at posttranscriptional level of gene regulation in the small intestine of the pig, whereas SGLT1 

shows different molecular characteristics without gender differences in expression at the protein 

level. The observed distribution of transporters involved in glucose transport along the small 

intestine indicates that jejunum and ileum are the main site of glucose absorption in the small 

intestine of the pig. 

 

Key words: glucose absorption, small intestine, Na/K-ATPase, SGLT1, GLUT2, gender 

differences 
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POPIS OZNAKA, KRATICA I KEMIJSKIH SPOJEVA 

 

cDNK komplementarna deoksiribonukleinska kiselina (engl. complementary 

deoxyribonucleic  acid)  

deH2O  destilirana voda 

DNK deoksiribonukleinska kiselina 

GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, unutarnji standard ekspresije 

glasničke RNK (engl. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) 

GLUT2  prijenosnik glukoze neovisan o natriju 2 (engl. glucose transporter 2) 

IgG    imunoglobulin G 

Na/K-ATPaza  natrij-kalijeva crpka 

pb   parovi baza (engl. base pair, bp) 

PBS  puferirana otopina fosfatnih soli (engl. phosphate buffered saline)  

PCR  

PKC 

lančana rekacija polimerazom (engl. polymerase chain reaction) 

protein-kinaza C (engl. protein kinase C) 

PVDF    poliviniliden-difluorid 

RNK ribonukleinska kiselina 

SGLT1 prijenosnik glukoze ovisan o natriju 1 (engl. sodium-glucose cotransporter 

1) 

USM   ukupne stanične membrane 
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1. UVOD 

 

 

 

 



2 

 

Tanko crijevo (lat. intestinum tenue) dio je probavne cijevi, podijeljeno na dužinom i 

građom tri nejednaka dijela: duodenum, jejunum i ileum. U tankom se crijevu dovršava 

enzimska razgradnja unesene hrane, a najveći opseg apsorpcije hranjivih tvari, vode i elektrolita 

u probavnoj cijevi zabilježen je upravo u duodenumu i proksimalnom dijelu jejunuma. Zbog 

svoje primarne uloge, apsorpcije hranjivih tvari, sluznica tankog crijeva bogato je naborana što 

višestruko povećava njegovu luminalnu površinu s ciljem povećanja apsorptivnog kapaciteta. 

Luminalna, odnosno apsorptivna površina crijeva povećana je kod ljudi i do 600 puta 

prisutnošću: Kerckringovih nabora sluznice tankog crijeva (~3x povećanje), crijevnih resica 

(~10x povećanje) i mikrovila (~20x povećanje) u usporedbi s površinom jednostavne 

cilindrične cijevi iste dužine. Sluznica probavnog sustava uz mjesto apsorpcije predstavlja i 

prvu prepreku ulasku i korisnih i štetnih tvari u organizam, odnosno u cirkulaciju. Crijevna se 

barijera sastoji od epitelnih stanica koje naliježu na tanki sloj rahlog vezivnog tkiva (lamina 

proprija, lat. lamina propria) u kojemu se nalaze limfne i krvne kapilare. Apsorpcija tvari iz 

lumena probavnog kanala uglavnom podrazumijeva transepitelni prijenos, tj. prijenos kroz 

epitelnu stanicu, zatim kroz laminu propriju te endotel, odnosno stijenku limfne ili krvne 

kapilare. Sama sluznica apsorptivnog dijela probavnog kanala građena je od više vrsta stanica. 

Najzastupljenije su među njima visoko prizmatične epitelne stanice, posložene u jednom sloju 

na sluznici crijeva, enterociti, preko kojih se odvijaju procesi apsorpcije tvari u probavnoj cijevi. 

Na vršnom, luminalnom, dijelu enterocita nalaze se mnogobrojni mikrovili koji vršnoj staničnoj 

membrani daju četkasti izgled te se stoga nazivaju i četkasta membrana (engl. brush border 

membrane). Apsorpcija vode, hranjivih tvari, pa čak i ksenobiotika odvija se prolaskom tvari 

kroz stanice, transcelularnim putem, bilo pasivnom difuzijom, olakšanom difuzijom, aktivnim 

prijenosom, pinocitozom bilo pak prolaskom tvari između stanica, odnosno paracelularnim 

putem (CASPARY, 1992; DESESSO i JACOBSON, 2001). 

 

Ugljikohidrati, u obliku monosaharida, oligosaharida i pogotovo polisaharida, s više od 

50 % dnevnog unosa kalorija, čine najveći količinski i energetski udio hranjivih tvari u prehrani 

ljudi (CASPARY, 1992). Smatra se da ljudi zapadnjačkim načinom prehrane dnevno unesu oko 

1 mol glukoze, što je otprilike 180 g glukoze, koja se apsorbira zajedno s približno 46 g natrija 

u tankim crijevima (WRIGHT i sur., 2007). Polisaharidi i oligosaharidi se prije apsorpcije u 

tankom crijevu moraju prvo razgraditi na monosaharide uz pomoć probavnih enzima. Enzimska 

probava škroba, najzastupljenijeg polisaharida u prehrani ljudi, ali i hranidbi svinja, započinje 

već u usnoj šupljini pod djelovanjem slinske amilaze, nastavlja se u najvećoj mjeri u tankom 

crijevu pod djelovanjem gušteračine amilaze, da bi završila na četkastoj membrani enterocita u 
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tankom crijevu djelovanjem disaharidaza. Konačni proizvod razgradnje polisaharida i 

oligosaharida jesu monosaharidi – galaktoza, fruktoza i, u najvećoj mjeri, glukoza, koji mogu 

biti apsorbirani od strane enterocita bilo aktivnim prijenosom bilo olakšanom difuzijom. 

Glukoza je glavni izvor energije i važan metabolički supstrat za sintezu proteina i lipida u 

stanicama sisavaca. Razgradnjom glukoze procesom glikolize i ciklusa limunske kiseline 

oslobađa se energija u obliku adenozin-trifosfata (ATP). Glukoza se kao supstrat koristi u 

sintezi glicerola za proizvodnju triglicerida i neesencijalnih masnih kiselina. Velike količine 

glukoze utroše se u mliječnoj žlijezdi na proizvodnju laktoze tijekom laktacije (WOOD i 

TRAYHURN, 2003; WRIGHT i sur., 2003; ZHAO i KEATING, 2007). 

 

S obzirom na to da je glukoza hidrofilna, za prijenos preko stanične membrane potrebni 

su joj specifični integrirani transmembranski proteini, tj. prijenosnici glukoze. Prijenos glukoze 

kroz enterocite odvija se u dva koraka – ulazak glukoze u enterocit preko četkaste membrane i 

izlazak glukoze van iz enterocita na bazolateralanoj membrani (MIYAMOTO i sur., 1992). 

 

Stanična membrana skoro svih stanica posjeduje barem jedan prijenosnik za glukozu 

koji omogućuje ili ulazak ili izlazak glukoze iz stanice. S obzirom na to da se koncentracija 

glukoze kod sisavaca održava homeostatskim mehanizmima unutar uskog raspona, većina 

stanica uzima glukozu iz izvanstanične tekućine olakšanom difuzijom kroz staničnu membranu 

niz koncentracijski gradijent. Jedino epitelne stanice tankog crijeva i proksimalnih zavijenih 

kanalića bubrega apsorbiraju ili reapsorbiraju glukozu suprotno elektrokemijskom gradijentu, 

putem sekundarno aktivnog prijenosnog mehanizma koji se koristi koncentracijskim 

gradijentom natrijevih iona koji se održava pomoću natrij-kalijeve crpke (engl. sodium-

potassium pump, Na/K-ATPase, Na/K-ATPaza, EC 3.6.3.9) (ZHAO i KEATING, 2007). 

 

Članovi dviju genskih porodica staničnih prijenosnika (engl. solute carrier transporters, 

SLC) odgovorni su za prijenos monosaharida kroz stanične membrane svih stanica u tijelu, pa 

tako i apsorpciju glukoze u tankom crijevu, reapsorpciju glukoze iz glomerularnog filtrata te 

prijenos kroz barijeru krv – mozak. Prijenos glukoze kroz staničnu membranu u tankom crijevu 

odvija se pomoću prijenosnika glukoze ovisnog o natriju 1 (engl. sodium-glucose cotransporter 

1, SGLT1, SLC5A1) na četkastoj membrani enterocita, koji prenose glukozu čak i suprotno 

koncentracijskom gradijentu (WRIGHT i sur., 2011). Uz prijenos jedne molekule glukoze, 

SGLT1 prenesu i dva iona natrija u stanicu. Natrij, unesen zajedno s glukozom, iz stanice 

izbacuje Na/K-ATPaza koja je smještena na bazolateralnoj membrani enterocita. Na/K-
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ATPaza, suprotno koncentracijskom gradijentu, prenosi tri iona natrija iz stanice i unosi dva 

iona kalija u stanicu (BREVES i sur., 2007). Ulazak glukoze u stanicu putem SGLT1 i 

povećanje njezine koncentracije u stanici dovodi do pokretanja pasivnog prijenosa glukoze niz 

koncentracijski gradijent koji prenosi glukozu van iz stanice na bazolateralnoj membrani putem 

prijenosnika glukoze neovisnog o natriju 2 (engl. glucose transporter 2, GLUT2, SLC2A2) 

(THORENS i MUECKLER, 2010). 
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2. PREGLED DOSADAŠNJIH SPOZNAJA 
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2.1. Svinja kao model 

 

U istraživanjima fiziologije probavnog sustava, metabolizma hranjivih tvari, ali i u 

farmakološkim istraživanjima koja proučavaju farmakokinetiku različitih ksenobiotika 

najčešće se koriste različite vrste i sojevi laboratorijskih glodavaca kao model za čovjeka. 

Unatoč tome što se uvjeti primjene i unosa te sam oblik pojedinih tvari pokušavaju što više 

približiti uvjetima kod čovjeka, rezultati takvih istraživanja često budu različiti kod čovjeka i 

kod pokusnih životinja. U slučaju hrane, peroralne i rektalne primjene ksenobiotika prve razlike 

o kojima se mora voditi računa su u makroskopskoj građi i funkciji probavnog sustava, dok je 

na mikroskopskoj razini probavni sustav čovjeka sličan probavnom sustavu najčešće korištenih 

pokusnih životinja. Upravo je ta razlika u anatomiji i fiziologiji probavnog sustava čimbenik 

koji najviše utječe na različite ishode istraživanja, poglavito u istraživanjima apsorpcije tvari. 

Kako je gastroenteralni način aplikacije lijekova jedan od najčešće korištenih u svakodnevnoj 

praksi, a sam probavni sustav pokazuje velike razlike u morfologiji i fiziologiji između vrsta, 

nastala je potreba za pronalaženjem novih životinjskih modela za istraživanje (DESESSO i 

JACOBSON, 2001). 

 

Još uvijek najčešće korištena pokusna životinja u istraživanjima apsorpcije tvari jest 

štakor. Zbog očite razlike u veličini između štakora i čovjeka, apsolutne dužine i površine 

pojedinih dijelova crijeva nisu usporedive. No, anatomske su razlike vidljive iz relativnih 

dužina i odnosa pojedinih dijelova crijeva. Tanko crijevo štakora čini 83 % ukupne dužine 

crijeva, dok 90 % od ukupne dužine tankog crijeva otpada na jejunum. Za razliku od štakora, 

tanko crijevo čovjeka čini 81 % ukupne dužine crijeva, a samo 38 % ukupne dužine tankog 

crijeva čini jejunum. Dokazano je da je relativna apsorptivna površina tankog crijeva, odnosno 

apsolutna površina crijeva normalizirana na površinu tijela, čak četiri puta veća u čovjeka nego 

u štakora zbog prisutnosti Kerckringovih nabora sluznice kojih u štakora nema. Na slijepo 

crijevo štakora otpada otprilike 26 % ukupne dužine debelog crijeva, dok slijepo crijevo kod 

ljudi zauzima samo 5 % ukupne dužine debelog crijeva. Ova razlika u dužini slijepog crijeva 

upućuje na činjenicu da fermentacija pomoću mikroorganizama, koja se odvija u slijepom 

crijevu, ima važniju ulogu u čitavom procesu probave kod štakora nego kod čovjeka. Zbog 

izostanka važnije uloge fermentacije u probavi, ljudi su, kao i svinje, u većoj mjeri ovisni o 

kvaliteti prehrane s obzirom da simbiotski mikroorganizmi iz probavnog sustava imaju malu 

ulogu u samoj probavi hranjivih tvari (DESESSO i JACOBSON, 2001). 
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Svinje (lat. sus scrofa domestica) se često koriste u biomedicinskim istraživanjima i 

postale su standardni opći model za kirurgiju i pretklinička istraživanja. Svinja i čovjek imaju 

sličnu morfologiju i fiziologiju mokraćnog sustava, krvožilnog sustava, kože te građu oka, ali i 

anatomiju i fiziologiju probavnog sustava Najčešća upotreba svinja kao modela je u 

kardiokirurgiji te u istraživanjima dijabetesa i metaboličkog sindroma. Kao svejedi, svinja i 

čovjek imaju, fiziološki gledano, vrlo sličan probavni sustav. No, anatomski gledano, probavni 

sustav svinje pokazuje neke specifičnosti koje se ne nalaze kod čovjeka poput slijepog izvrtka 

u želucu (lat. diverticulum ventriculi), dužeg debelog crijeva i grananja mezenterijskih arterija. 

Upotreba svinja kao modela u istraživanjima ima tendenciju rasta i smatra se da bi mogla postati 

model prvog izbora (MILLER i ULLREY, 1987; SWINDLE i SMITH, 2008). 

 

Embrionalni, fetalni i postnatalni razvoj probavnog sustava čine rast, ukupne mase tkiva 

te veličine i broja stanica, ali i sazrijevanje promjenom strukture i funkcije tkiva. Embrionalni 

razvoj i stupanj zrelosti probavnog sustava uoči rođenja kod čovjeka sličniji su prekocijalnim 

vrstama, odnosno vrstama koje imaju dulju gravidnost te se stoga rađaju sa zrelijim probavnim 

sustavom poput svinje, nego altricijalnim vrstama s relativno kratkom gravidnošću i nezrelim 

probavnim sustavom prilikom rođenja poput miša ili štakora. Iako se aktivnost pojedinih 

prijenosnika za hranjive tvari bilježi već u fetalnom razvoju, postoje razlike u razdoblju pojave, 

ali i u izraženosti pojedinih prijenosnika za hranjive tvari. Kod prekocijalnih vrsta, pa tako i 

čovjeka, prijenosnici se ranije aktiviraju i tako omogućuju fetusu da apsorbira ugljikohidrate, 

aminokiseline i proteine iz progutane amnionske tekućine (PÁCHA, 2000; GUILLOTEAU i 

sur., 2010; KRSTANOVIĆ i sur., 2013).  

 

Aktivan prijenos hranjivih tvari u tankom crijevu kod svinja i čovjeka pojavljuje se 

relativno rano tijekom fetalnog razdoblja, zajedno s diferencijacijom enterocita. Prijenos tvari 

se tijekom intrauterinog razvoja odvija čitavom dužinom crijevne resice, dok se prijenos tvari 

u zrelim crijevima pomiče prema vrhu crijevne resice (GUILLOTEAU i sur., 2010). Aktivnost 

disaharidaza u četkastim membranama i aktivan prijenos glukoze u enterocitima pojavljuju se 

u embrionalnom tankom crijevu čovjeka između 10. i 11. tjedna trudnoće, odnosno kada je 

proteklo 25 % trudnoće (LINDBERG, 1966; LEVIN i sur., 1968), dok se gradijent apsorpcije 

glukoze od duodenuma prema ileumu uspostavlja već između 17. (40 % trudnoće) i 30. (75 % 

trudnoće) tjedna trudnoće (MALO i BERTELOOT, 1987). BUDDINGTON i MALO (1996) 

dolaze do sličnog zaključka u svom istraživanju o aktivnosti prijenosnika glukoze u fetalnom 

tankom crijevu svinje, kojim su ustanovili da je aktivnost laktaze, jedna od disaharidaza, i 
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prijenosnika glukoze prisutna već u 7. tjednu gravidnosti (43 % gravidnosti) s vrhuncem razvoja 

aktivnosti prijenosnika u 10. tjednu gravidnosti (61 % gravidnosti), te da je gradijent apsorpcije 

glukoze od duodenuma do ileuma uspostavljen s 12. tjednom gravidnosti (74 % gravidnosti). 

Aktivnost laktaze kod prasadi ostaje stabilna prvih 10 dana post partum, da bi nakon toga 

njezina aktivnost počela opadati. U tom je razdoblju uočena aktivnost invertaze i maltaze, koje 

postaju dominantne disaharidaze u tankom crijevu svinje (SMITH, 1988). 

 

Među svim sisavcima koji nisu primati, ljudima najsličnije potrebe za hranjivim tvarima 

imaju svinje. Slične potrebe za hranjivim tvarima proizlaze iz sličnosti koju čovjek i svinja 

imaju u fiziologiji probave i povezanih metaboličkih procesa temeljenih na prehrani svojstvenoj 

svejedima, relativnoj dužini crijeva u odnosu na tjelesnu masu, vremenu prolaska konzumirane 

hrane kroz probavni sustav te morfologiji crijevnih resica, što upravo svinju čini modelom 

prvog izbora za proučavanje fiziologije probavnog sustava ljudi, pogotovo u istraživanjima 

apsorpcije i biodostupnosti hranjivih tvari (POND i HOUPT, 1978; PATTERSON i sur., 2008; 

GUILLOTEAU i sur., 2010; HELKE i SWINDLE, 2013). 

 

Uloga svinje kao modela u istraživanjima mogla bi dobiti još veće značenje, pogotovo 

otkad je i pravnim aktima u određenim istraživanjima preporučeno testiranje na najmanje dvije 

vrste sisavaca, od kojih jedna ne bi trebala biti iz roda glodavaca, prije stavljanja nekog lijeka 

na tržište (SABOLIĆ i sur., 2011; HELKE i SWINDLE, 2013).  

 

Važnost uvođenja novih vrsta pokusnih životinja kao modela za čovjeka vidljiva je u 

istraživanjima izraženosti različitih membranskih prijenosnika za endogene, nastale u 

fiziološkim uvjetima tijekom metabolizma, i egzogene, unesene hranom, zrakom ili uporabom 

ksenobiotika, organske anione (engl. organic anion transporter, OAT) i organske katione (engl. 

organic cation transporter, OCT). Mnogi od tih prijenosnika pokazuju značajne spolne razlike 

u izraženosti kod laboratorijskih glodavaca, dok kod ljudi nisu zamijećene spolne razlike u 

izraženosti. Uočeno je da OAT1 ima jaču izraženost u bubrezima mužjaka štakora i miševa, 

dok su OAT2 i OAT5 jače izraženi u bubrezima ženki. Prijenosnici iz porodice OAT ne 

pokazuju spolne razlike u izraženosti kod ljudi. Prijenosnik OCT2 pokazuje značajne spolne 

razlike u izraženosti u bubrezima štakora i miševa (mužjaci ˃ ženki), dok izraženost OCT1 

pokazuje spolne razlike samo u štakora (mužjaci ˂ ženke). Spolne razlike u izraženosti OCT1 

i OCT2 u bubrezima ljudi nisu uočene (SABOLIĆ i sur.; LJUBOJEVIĆ i sur., 2007; 

URAKAMI i sur., 2000). 
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2.2. Metabolizam glukoze 

 

Količina glukoze u tkivima uglavnom ovisi o dostupnosti, probavi i apsorpciji 

ugljikohidrata u tankom crijevu. Ugljikohidrati, najčešće u obliku škroba, probavljaju se 

pomoću slinske i gušteračine amilaze i disaharidaza iz četkaste membrane enterocita do 

glukoze, galaktoze i fruktoze (ZHAO i KEATING, 2007). Potreba za glukozom se, osim 

apsorpcijom iz probavljene hrane, upotpunjuje i de novo sintezom glukoze iz supstrata koji po 

sastavu nisu ugljikohidrati, tj. glukoneogenezom, u jetrima i bubrezima. Nakon apsorpcije u 

tankom crijevu, veliki dio fruktoze i gotova sva galaktoza u jetrima se pretvaraju u glukozu i 

otpuštaju natrag u cirkulaciju. Pretpostavlja se da čak 95 % svih monosaharida što se nalaze u 

cirkulaciji čini glukoza (GUYTON i HALL, 2006).  

 

Apsorbirana glukoza u stanicama se može odmah upotrijebiti za oslobođenje energije 

ili se može pohraniti u obliku polisaharida glukoze, glikogena. Glikogen kao dodatan izvor 

glukoze u tijelu u najvećim se količinama može naći u jetrima (čak 5 – 8 % stanične mase) i 

mišićima (1 – 3 % stanične mase) (GUYTON i HALL, 2006). Razgradnjom glikogena u jetrima 

– glikogenolizom, glukoza može ići izravno u cirkulaciju i biti iskorištena svugdje u tijelu. No, 

glukoza dobivena iz mišićnog glikogena ne može ići direktno u cirkulaciju, nego se u mišićima 

izravno oksidira do piruvata iz kojega nastaje mliječna kiselina koja cirkulacijom odlazi do 

jetara gdje je pak jedan od supstrata za proces glukoneogeneze (ASCHENBACH i sur., 2009). 

 

Ako se stanice, ponajprije jetrene stanice, gotovo zasite glikogenom, višak glukoze se u 

jetrima i masnom tkivu pretvara u trigliceride i pohranjuje u masnim stanicama. Prilikom 

sinteze triglicerida iz monosaharida prvi je korak pretvorba monosaharida u acetil-koenzim A 

(acetil-CoA), što se događa tijekom glikolize, iz kojega kasnije nastaju masne kiseline koje se 

nakon polimerizacije spajaju s molekulom glicerola i tako tvore trigliceride (GUYTON i 

HALL, 2006). 

 

U fiziološkim uvjetima sva glukoza iz cirkulacije biva filtrirana u glomerulima bubrega. 

Kako glomerularna filtracija nije selektivna, tj. skoro se sve otopljene tvari u plazmi filtriraju 

osim plazmatskih proteina i tvari vezanih za njih, tubularna reapsorpcija pokazuje visoku 

selektivnost. Glukoza se skoro u potpunosti reapsorbira u bubrežnim proksimalnim kanalićima 

putem SGLT1 i prijenosnika glukoze ovisnog o natriju 2 (engl. sodium-glucose cotransporter 

2, SGLT2, SLC5A2) te je stoga ekskrecija glukoze putem mokraće zanemariva. Reapsorpcijom 
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glukoze pomoću sekundarno aktivnih prijenosnika SGLT1 i SGLT2 ne troši se izravno ATP, 

već ona ovisi o potrošenoj energiji primarno aktivne Na/K-ATPaze na bazolateralnoj 

membrani. Djelovanjem Na/K-ATPaze održava se gradijent za olakšanu difuziju iona natrija 

kroz luminalnu membranu epitelne stanice proksimalnih kanalića koji istodobno prenose 

glukozu suprotno elektrokemijskom gradijentu. Na bazolateralnoj membrani epitelnih stanica 

proksimalnih kanalića, glukoza olakšanom difuzijom prelazi u međustaničnu tekućinu. Ako 

njezina koncentracija u glomerularnom filtratu premašuje kapacitet prijenosnika SGLT1 i 

SGLT2, ona će se izlučivati mokraćom. Kako je koncentracija glukoze u glomerularnom filtratu 

usko povezana s njezinom koncentracijom u krvi, prevelika koncentracija u krvi dovodi do 

izlučivanja viška putem mokraće, što se često uočava kod šećerne bolesti (GUYTON i HALL, 

2006). 

 

2.3. Prijenosnici uključeni u prijenos glukoze u tankom crijevu 

 

2.3.1. Natrij-kalijeva crpka (Na/K-ATPaza) 

 

Iako se već ranije pretpostavljalo da na staničnim membranama postoje prijenosnici za 

ione natrija, SKOU (1957) je bio prvi koji je predložio postojanje zajedničkog prijenosa 

natrijevih i kalijevih iona uz utrošak energije u obliku ATP-a. Prijenos iona natrija kroz 

enterocit odvija se izmjenjivačem iona natrija i vodika (engl. sodium-hydrogen exchanger 3, 

NHE3, SLC9A3) ili zajedničkim prijenosom s drugim tvarima, najčešće glukozom ili 

aminokiselinama, kroz četkastu membranu, i aktivnim prijenosom suprotno koncentracijskom 

gradijentu na bazolateralnoj membrani van iz stanice putem Na/K-ATPaze (COON i sur., 2011; 

ROCAFULL i sur., 2012).  

 

Sve eukariotske životinjske stanice imaju visoku izvanstaničnu koncentraciju iona 

natrija i visoku unutarstaničnu koncentraciju kalijevih iona. Na/K-ATPaza je visoko 

konzerviran transmembranski enzim iznimno važan za održavanje stanične homeostaze. Taj je 

enzim odgovoran za održavanje niske unutarstanične koncentracije iona natrija i visoke 

koncentracije kalijevih iona, što je iznimno važno za održavanje staničnog membranskog 

potencijala i elektrokemijskog gradijenta za prijenos metabolita i hranjivih tvari preko stanične 

membrane. Na/K-ATPaza je ujedno i jedini put kod sisavaca kojim se u fiziološkim uvjetima 
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ioni natrija prenose iz stanice van. Održavanje staničnog membranskog potencijala iznimno je 

važno u podražljivim stanicama poput mišićnih i živčanih stanica. Osim održavanja 

membranskog potencijala, Na/K-ATPaza je važna i za održavanje staničnog volumena i 

osmotskog tlaka unutar stanice te posredno pH-vrijednosti citoplazme i razine kalcijevih iona. 

Na/K-ATPaza za svoj rad treba energiju u obliku citosolnog ATP-a. Hidrolizom jedne molekule 

ATP-a oslobađa se energija dovoljna za prijenos tri iona natrija van iz stanice i dva iona kalija 

u stanicu (ROSE i VALDES, 1994; EWART i KLIP, 1995; THERIEN i BLOSTEIN, 2000; 

YU, 2003). Zbog svoje iznimne važnosti Na/K-ATPaza se može naći u skoro svim stanicama 

sisavaca. No, ovisno o samoj metaboličkoj aktivnosti stanice, izraženost Na/K-ATPaze na 

membranama varira. Tako je uočeno da je izraženost Na/K-ATPaze čak 160 000 puta veća u 

živčanim stanicama nego na membranama eritrocita (KÖKSOY, 2002). 

 

Smatra se da je čak 95 % ukupne stanične Na/K-ATPaze smješteno na bazolateralnim 

membranama (MIRCHEFF i WRIGHT, 1976). Iako se u literaturi uglavnom navodi da je 

smještaj Na/K-ATPaze u stanicama na bazolateralnim membranama, zapravo se primarno 

nalazi na lateralnim membranama enterocita. Takav smještaj Na/K-ATPaze odgovara 

današnjim spoznajama o prijenosu iona i vode u enterocitima. Čvrste međustanične veze (engl. 

tight junction) između enterocita te posljedično onemogućen paracelularni prijenos otopljenih 

tvari i vode dovodi do povećanja osmotskog tlaka u vršnom dijelu međustaničnog prostora. 

Natrijevi ioni izlaze u međustanične prostore zbog smještaja Na/K-ATPaze na lateralnim 

membranama te se zato povećava osmotski tlak u međustaničnim prostorima zbog sporog 

prolaska iona kroz međustanični prostor prema lamini propriji. Upravo to povećanje osmotskog 

tlaka u međustaničnom prostoru sa sobom povlači vodu iz enterocita koja smanjuje osmotski 

tlak u međustaničnim prostorima stvarajući izotoničnu otopinu tvari koja ulazi u laminu 

propriju crijevne resice (AMERONGEN i sur., 1989; WRIGHT i LOO, 2000). 

 

U svom najjednostavnijem obliku Na/K-ATPaza se sastoji od 110 kDa katalitičke α, 55 

kDa glikoproteinske β-podjedinice i FXYD proteina (slika 1). Katalitička α-podjedinica jest 

integrirani membranski protein koji dolazi u četiri izoforme (α1-α4), a prolazi kroz staničnu 

membranu 6 – 10 puta i sadržava vezna mjesta za ione natrija, kalija, magnezija i ATP. 

Podjedinica α ujedno je i jedino poznato vezno mjesto za srčane glikozide, ouabain i digoksin, 

koji se koriste u liječenju aritmija i kongestivnog zatajenja srca. Izoforma α1 nalazi se u gotovo 

svim stanicama s najvećom izraženosti u bubrezima. Izoforma α2 najviše je zastupljena u 

poprečnoprugastom mišićju, mozgu i srcu, dok je izoforma α3 najviše izražena u mozgu. 
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Glikoproteinska β-podjedinica ima samo jedan transmembranski dio, dok se najveći 

glikozilirani dio nalazi izvanstanično i dolazi u četiri izoforme (β1 – β4). Izoforma β1 

najzastupljenija je u bubrezima, dok je β2 izolirana samo iz mozga. O izoformama β3 i β4 još 

se uvijek ne zna mnogo. FXYD proteini su mali membranski proteini s jednim 

transmembranskim dijelom, koji mogu mijenjati afinitet Na/K-ATPaze prema natrijevim i 

kalijevim ionima (HARMS i WRIGHT, 1980; SKOU i ESMANN, 1992; EWART i KLIP, 

1995; YU, 2003; GEERING, 2008). U tankom crijevu sisavaca izražene su samo α1 i β1-

podjedinica (WILD i sur., 1999). 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. Struktura Na/K-ATPaze. Na/K-ATPaza iz tankog crijeva sastoji se od α1 i β1-

podjedinice te proteina FXYD. α1-podjedinica ima 10 transmembranskih domena. Vezno 

mjesto za kalijeve ione na izvanstaničnoj strani membrane nalazi se između 2. i 3. 

transmembranske domene α1-podjedinice. Vezna mjesta za natrijeve ione nalaze se na 2. i 3. 

unutarstaničnoj petlji α1-podjedinice. β1-podjedinica ima jednu transmembransku domenu i 

dugački glikozilirani izvanstanični dio. Protein FXYD također se sastoji samo od jedne 

transmembranske domene. Preuzeto i prilagođeno od: RAJASEKARAN I RAJASEKARAN 

(2009). 
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Izraženost Na/K-ATPaze se na staničnoj razini regulira opsegom sinteze pojedinih 

podjedinica i njihovom ugradnjom u staničnu membranu. Okolišni i hormonski čimbenici mogu 

utjecati na izraženost Na/K-ATPaze, bilo utjecajem na samu aktivnosti prijenosnika, 

povećanjem izražaja prijenosnika na staničnoj membrani iz rezervi u citoplazmi ili povećanjem 

sinteze prijenosnika, bilo na razini prepisivanja gena na mRNK, transkripciji, bilo prevođenjem 

kodona s mRNK u aminokiseline, translaciji (KÖKSOY, 2002). Dokazano je da 

glukokortikoidi i mineralokortikoidi povećavaju aktivnost Na/K-ATPaze (CHARNEY i sur., 

1975). Aktivnost Na/K-ATPaze i izraženost na proteinskoj razini veća je u jejunumu štakora 

nego u ileumu, dok je izraženost na razini mRNK jača, iako ne značajno, u ileumu. Ova razlika 

u izraženosti između proteinske i mRNK razine Na/K-ATPaze upućuje na postojanje 

posttranskripcijskih mehanizama koji utječu na izraženost gena za Na/K-ATPazu (WILD i sur., 

1999). 

 

Raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze duž crijevne resice upućuje na jaču izraženost u 

vršnoj polovici resice gdje se nalaze zreli enterociti (ROWLING i SEPULVEDA, 1984; WILD 

i MURRAY, 1992).  

 

2.3.2. Prijenosnik glukoze ovisan o natriju 1 (SGLT1) 

 

Crane je još šezdesetih godina prošlog stoljeća uočio da prijenos glukoze u tankim 

crijevima ide zajedno s natrijevim ionima (CRANE, 1960), da bi prvi prijenosnik glukoze 

ovisan o natriju, SGLT1, bio identificiran tek dvadesetak godina kasnije u jejunumu kunića 

(PEERCE i WRIGHT, 1984). Wright i njegov tim su 1987. godine bili prvi koji su uspjeli 

izolirati cDNK koja kodira SGLT1 u tankom crijevu kunića (HEDIGER i sur., 1987), a dvije 

godine poslije uspjeli su izolirati cDNK i kod ljudi (HEDIGER i sur., 1989). 

 

Prva istraživanja koja su uključivala prijenosnike glukoze u tankom crijevu svinja bavila 

su se kinetikom prijenosa glukoze kroz membranu enterocita, koristeći vezikule staničnih 

membrana kojima se uspjelo dokazati da postoje dvije vrste prijenosnika za glukozu – 

prijenosnik s visokim afinitetom i niskim kapacitetom te prijenosnik s niskim afinitetom i 

visokim kapacitetom (KELJO i sur., 1985; HALAIHEL i sur., 1999). SGLT1, membranski 

protein od 73 kDa (slika 2), glavni je prijenosnik glukoze i galaktoze iz lumena crijeva u 
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enterocit s visokim i jednakim afinitetom za glukozu i galaktozu (Km ~0,4 mM), ali zato malim 

kapacitetom za prijenos (ZHAO i KEATING, 2007; WRIGHT i sur., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Struktura SGLT1. SGLT1 ima 14 transmembranskih domena s N i C-terminalnim 

krajevima usmjerenim izvan stanice. Mjesto vezanja glukoze na SGLT1 nalazi se na C-

terminalnom kraju. Preuzeto i prilagođeno od: WRIGHT i sur. (2004). 
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Genska porodica SLC5 kod ljudi ima 11 članova, od kojih se za devet članova zna koja 

im je funkcija, a šest od njih su prijenosnici. Uloga prijenosnika glukoze ovisnog o natriju 4 

(engl. sodium-glucose cotransporter 4, SGLT4, SLC5A8), nađenog ponajprije u tankim 

crijevima, i prijenosnika glukoze ovisnog o natriju 5 (engl. sodium-glucose cotransporter 5, 

SGLT5, SLC5A9), nađenog isključivo u bubrezima, dosad nije poznata. SGLT1 (SLC5A1) 

primarno se nalazi na četkastoj membrani zrelih enterocita i u S3 segmentu proksimalnih 

kanalića bubrega. SGLT2 je izražen jedino u kori bubrega na četkastim membranama S1 i S2 

segmenta proksimalnih kanalića bubrega gdje reapsorbira glukozu, čak i do 180 g dnevno kod 

čovjeka, iz glomerularnog filtrata. Specifični inhibitor aktivnosti SGLT1 i SGLT2 jest glukozid 

iz kore drveta jabuke, florizin. Prijenosnik glukoze ovisan o natriju 3 (engl. sodium-glucose 

cotransporter 3, SGLT3, SLC5A4) jest prijenosnik glukoze s izrazito malim afinitetom za 

glukozu te je njegova uloga kao prijenosnika zanemariva, a može se naći u tankim crijevima, 

bubrezima i mišićju. Smatra se da SGLT3 ima ulogu senzora za glukozu. Prijenosnik glukoze 

ovisan o natriju 6 (engl. sodium-glucose cotransporter 6, SGLT6, SLC5A10) široko je 

rasprostranjen prijenosnik s niskim afinitetom za glukozu i mioinozitol, prekursor za sintezu 

fosfolipida koji sadržavaju inozitol. SMIT1 (engl. sodium/myo-inositol transporter, SLC5A3) 

prijenosnik je natrijevih iona i mioinozitola i može se naći u mozgu, srcu, bubrezima i plućima. 

NIS (engl. sodium/iodide symporter, SLC5A5) jest prijenosnik natrijevih iona i joda koji se 

nalazi na bazalnim membranama u štitnoj žlijezdi, dok se AIT (engl. apical iodide transporter, 

SLC5A11), prijenosnik za jod, nalazi na vršnim membranama. SMVT (engl. sodium-dependent 

multivitamin transporter, SLC5A6) široko je rasprostranjen prijenosnik natrijevih iona i 

vitamina poput biotina (vitamin B7) i pantotenske kiseline (vitamin B5). CHT (engl. choline 

transporter, SLC5A7) jest prijenosnik u središnjem živčanom sustavu gdje prenosi kolin kroz 

membrane živčanih stanica u kojima se iz kolina sintetizira neurotransmiter acetilkolin 

(SCHEEPERS i sur., 2004; WRIGHT i sur., 2007; BALEN i sur., 2008; SABOLIĆ i sur., 2012; 

BALON, 2012; AUGUSTIN i MAYOUX, 2014). 

 

SGLT1 ima vezno mjesto i za glukozu i za natrijeve ione, a koncentracijski gradijent 

natrija je sila koja pokreće prijenos glukoze putem SGLT1. Naime, koncentracija natrijevih 

iona manja je unutar stanice nego izvan nje, tako da dva iona natrija putuju niz koncentracijski 

gradijent u stanicu putem SGLT1 prenoseći sa sobom i jednu molekulu glukoze (BREVES i 

sur., 2007). Na izvanstanični dio slobodnog prijenosnika prvo se vežu dva iona natrija koji 

mijenjaju konformaciju prijenosnika i tako omogućuju vezanje glukoze, dok se nakon prijenosa 

kroz membranu prvo otpušta glukoza u stanicu (THORSEN i sur., 2014). Prolazak natrijevih 
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iona i glukoze sa sobom vodi i ulazak vode iz lumena crijeva kroz enterocit u cirkulaciju. 

Smatra se da svaku molekulu apsorbirane glukoze prate dva iona natrija i 249 molekula vode 

(WRIGHT i LOO, 2000; LOO i sur., 2002). Na/K-ATPaza, koja je smještena na bazolateralnoj 

membrani, održava koncentracijski gradijent natrijevih iona i tako zapravo doprinosi prijenosu 

glukoze, čak i suprotno koncentracijskom gradijentu, zbog porasta koncentracije glukoze u 

enterocitu. Inhibicija Na/K-ATPaze dovodi do inhibicije aktivnog prijenosa hranjivih tvari, pa 

tako i glukoze putem SGLT1 (CASPARY, 1992), ali isto tako povećana aktivnost Na/K-

ATPaze dovodi do smanjenja unutarstanične koncentracije natrijevih iona što za posljedicu ima 

povećanje koncentracijskog gradijenta i pojačanu aktivnost prijenosa glukoze putem SGLT1 

(ALEXANDER I CAREY, 2001). SGLT1 sadržava vezna mjesta za potencijalnu fosforilaciju 

protein-kinaze A (engl. protein kinase A, PKA) i protein-kinaze C (engl. protein kinase C, 

PKC), čijom se aktivacijom prijenos glukoze poveća za 30 %, odnosno 60 % (WRIGHT i sur., 

1997). Izraženost SGLT1 na razini mRNK utvrđena je kod svinja u jejunumu, jetrima i bubregu 

(ASCHENBACH i sur., 2009). 

 

Gradijent izraženosti SGLT1 u tankom crijevu kod čovjeka ide od najvišeg u 

duodenumu prema najnižoj izraženosti u ileumu (CHEN i sur., 2010). Slična je raspodjela 

izraženosti SGLT1 ustanovljena i u tankom crijevu štakora (CHANG WAYHS i sur., 2011) i 

miševa (YOSHIKAWA i sur., 2011). BALEN i sur. (2008) pak u svom istraživanju na 

štakorima zaključuju da je najjača izraženost SGLT1 u jejunumu, a podjednaka u ileumu i 

duodenumu. Kod kunića je ustanovljena najjača izraženost u jejunumu (TAKATA i sur., 1992), 

dok kod pasa i kokoši nije ustanovljena razlika u prijenosu glukoze putem SGLT1 po pojedinim 

dijelovima tankog crijeva (GARRIGA i sur., 1999; BARFULL i sur., 2002; BATCHELOR i 

sur., 2011). VAN DER WIELEN i sur. (2014) u svom su istraživanju o raspodjeli izraženosti 

SGLT1 duž tankog crijeva kod čovjeka, miša i svinje potvrdili da čovjek i miš imaju sličnu 

raspodjelu, odnosno najveću izraženost u duodenumu, koja opada prema ileumu, dok su 

najveću izraženost kod svinje ustanovili u jejunumu.  

 

 U istraživanjima na štakorima, miševima i kunićima imunohistokemijskim je metodama 

dokazana prisutnost SGLT1 u četkastoj membrani crijevnih resica duž čitavog tankog crijeva, 

s jačom izraženošću na vršnoj polovici resice, dok prisutnost u vrčastim stanicama i kriptama 

nije dokazana. Uočeno pozitivno bojenje Golgijeva aparata u nezrelim enterocitima koji se 

nalaze blizu kripti može biti posljedica sinteze SGLT1 u Golgijevu aparatu i unutarstaničnog 

prijenosa na vršne membrane enterocita (MEDDINGS i sur., 1990; YOSHIDA i sur., 1995). 
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Suprotno spomenutim istraživanjima, TAKATA i sur. (1992) pak u svom istraživanju na 

štakorima nisu uočili razliku u izraženosti SGLT1 duž crijevne resice imunohistokemijskim 

metodama. Istraživanja o izraženosti mRNK za SGLT1 in situ hibridizacijom duž crijevne 

resice daju različite rezultate. Dok su jedni utvrdili višu izraženost SGLT1 na vršnoj polovici 

resice, što bi upućivalo na činjenicu da je izraženost SGLT1 ograničena samo na potpuno 

izdiferencirane enterocite koji se nalaze pri vrhu crijevne resice (HWANG i sur., 1991), drugi 

su pak našli jaču izraženost SGLT1 na razini mRNK na donje dvije trećine crijevne resice, bliže 

kriptama, objašnjavajući to činjenicom da bez obzira na to što enterocit nije zreo, gen za SGLT1 

mora svejedno biti izražen (LEE i sur., 1994). Izraženost SGLT1 u tankom crijevu na 

proteinskoj razini u većini istraživanja ne prati izraženost i na razini mRNK, što upućuje na to 

da se regulacija izraženosti gena za SGLT1 događa posttranskripcijski, tj. nakon prepisivanja 

gena na mRNK (LESCALE-MATYS i sur., 1993; BARFULL i sur., 2002). 

 

Količina ugljikohidrata u obroku utječe na količinu SGLT1 prijenosnika u tankim 

crijevima. Veća količina ugljikohidrata u hranidbi kod štakora povećala je izraženost SGLT1 

na mRNK razini u takom crijevu (MIYAMOTO i sur., 1993). Pokusima na svinjama utvrđeno 

je da veća količina ugljikohidrata u prehrani povećava izraženost SGLT1 na proteinskoj i 

mRNK razini u distalnijim dijelovima tankog crijeva. Povećana izraženost na četkastoj 

membrani i veće područje izraženosti SGLT1 u tankom crijevu upućuju na mehanizam 

prilagodbe crijeva na veću količinu glukoze (MORAN i sur., 2010). Teže probavljivi 

ugljikohidrati, koji u svom sastavu imaju veći udio teže probavljive amiloze, također 

povećavaju izraženost SGLT1 na razini mRNK u ileumu svinja što upućuje na činjenicu da je 

koncentracija glukoze u distalnijim dijelovima tankog crijeva relativno visoka zbog sporije 

razgradnje ugljikohidrata te se takvi ugljikohidrati u najvećoj mjeri apsorbiraju u ileumu 

(WOODWARD i sur., 2012). 
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2.3.3. Prijenosnik glukoze neovisan o natriju 2 (GLUT2) 

 

GLUT2 pripada porodici prijenosnika glukoze neovisnih o natriju (engl. glucose 

transporter, GLUT) koja pripada genskoj porodici SLC2 od 14 članova. Struktura GLUT2 

prikazana je na slici 3. Prema filogenetskim istraživanjima sličnosti sekvencija, porodica 

prijenosnika glukoze neovisnih o natriju podijeljena je na tri razreda. Prvi razred uključuje 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 1 (engl. glucose transporter 1, GLUT1, SLC2A1), 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 2 (engl. glucose transporter 2, GLUT2, SLC2A2), 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 3 (engl. glucose transporter 3, GLUT3, SLC2A3), 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 4 (engl. glucose transporter 4, GLUT4, SLC2A4) i 

prijenosnik glukoze neovisan o natriju 14 (engl. glucose transporter 14, GLUT14, SLC2A14), 

koji su ujedno i najbolje istraženi prijenosnici glukoze neovisni o natriju. Drugi razred čine 

GLUT-ovi čija nomenklatura ne odgovara u potpunosti primarnom supstratu koji prenose, a 

čine ih prijenosnici fruktoze: prijenosnik glukoze neovisan o natriju 5 (engl. glucose transporter 

5, GLUT5, SLC2A5), prijenosnik glukoze neovisan o natriju 7 (engl. glucose transporter 7, 

GLUT7, SLC2A7), prijenosnik glukoze neovisan o natriju 9 (engl. glucose transporter 9, 

GLUT9, SLC2A9) i prijenosnik glukoze neovisan o natriju 11(engl. glucose transporter 11, 

GLUT11, SLC2A11). Treći se razred sastoji od prijenosnika glukoze neovisnog o natriju 6 

(engl. glucose transporter 6, GLUT6, SLC2A6), prijenosnika glukoze neovisnog o natriju 8 

(engl. glucose transporter 8, GLUT8, SLC2A8), prijenosnika glukoze neovisnog o natriju 10 

(engl. glucose transporter 10, GLUT10, SLC2A10), prijenosnika glukoze neovisnog o natriju 

12 (engl. glucose transporter 12, GLUT12, SLC2A12) i prijenosnika za vodik i mioinozitol 

(engl. H+-myo-inositol transporter, HMIT, SLC2A13). GLUT1, GLUT2 i GLUT3 jedini su 

prijenosnici iz porodice GLUT koji su stalno prisutni na staničnoj membrani. GLUT1 je 

najzastupljeniji u membranama eritrocita i endotelnim stanicama u mozgu, dok se GLUT3 

nalazi u tkivima koja imaju velike potrebe za glukozom, poput središnjeg živčanog sustava i 

testisa. GLUT4, čiju izraženost na staničnoj membrani regulira inzulin, prenosi glukozu u 

stanice mišića i masnog tkiva. GLUT14 isključivo se nalazi u testisima. GLUT5 je dobro 

izražen na četkastoj membrani u proksimalnom dijelu tankog crijeva gdje prenosi fruktozu iz 

lumena u enterocit, dok njegovu ulogu u distalnijim dijelovima tankog crijeva i u debelom 

crijevu zamjenjuje GLUT7. GLUT9, koji osim fruktoze prenosi i mokraćnu kiselinu, u najvećoj 

se količini može naći u bubrezima i jetrima, dok se GLUT11 nalazi u gušterači, bubrezima i 

posteljici. GLUT6 je prijenosnik glukoze s niskim afinitetom koji se može naći u mozgu, slezeni 

i u leukocitima. GLUT8, iznimno važan za opskrbu spermija glukozom, najviše je izražen u 
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testisima spolno zrelih mužjaka te se pretpostavlja da je njegova izraženost regulirana spolnim 

hormonima. GLUT10 najviše je prisutan u jetrima i gušterači, a GLUT12 u srcu i prostati. 

HMIT je izražen isključivo u mozgu i ne sudjeluje u prijenosu glukoze, nego je prijenosnik 

mioinozitola (ZHAO i sur., 1998; JOOST i sur., 2002; LI i sur., 2004; SCHEEPERS i sur., 

2004; AUGUSTIN i MAYOUX, 2014; LONG i CHEESEMAN, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 3. Struktura GLUT2. GLUT2 ima 12 transmembranskih domena s N i C-terminalnim 

krajevima usmjerenima prema citoplazmi unutar stanice. Između 1. i 2. transmembranske 

domene nalazi se velika glikozilirana izvanstanična petlja. Mjesto prijenosa glukoze nalazi se 

bliže C-terminalnom kraju. Preuzeto i prilagođeno od: MANOLESCU i sur. (2007). 
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GLUT2 je prijenosnik s niskim afinitetom (Km ~17 mM), ali zato visokim kapacitetom 

za prijenos glukoze. Bez obzira na navedene karakteristike, GLUT2 ima najviši afinitet za 

glukozu unutar porodice GLUT (BROWN, 2000). Osim glukoze, GLUT2 prenosi i fruktozu 

(Km ~76 mM), galaktozu (Km ~92 mM) i manozu (Km ~125 mM), a najviši afinitet ima za 

prijenos glukozamina (Km ~0,8 mM) (ULDRY i sur., 2002; ZHAO i KEATING, 2007).  

 

GLUT2 se nalazi u jetrima, tankim crijevima, bubrezima, Langerhansovim otočićima u 

gušterači i mozgu kod štakora (THORENS i sur., 1990a, 1990b; CHEESEMAN, 1993). U 

bubrezima i tankim crijevima izraženost GLUT2 dokazana je na bazolateralnoj membrani 

stanica, gdje sudjeluje u otpuštanju apsorbirane i reapsorbirane glukoze u cirkulaciju 

(KELLETT i BROT-LAROCHE, 2005). U jetrenim stanicama, hepatocitima, GLUT2 zadužen 

je za opuštanje glukoze nastale glukoneogenezom u krv, dok u β-stanicama gušterače i 

hipotalamusu ima ulogu senzora za glukozu i tako utječe na regulaciju izlučivanja inzulina 

(BADY i sur., 2006). Uloga GLUT2 u tankim crijevima jest prijenos glukoze, ali i galaktoze i 

fruktoze, van iz stanice na bazolateralnoj membrani (CHEESEMAN, 1993). 

 

Prijenos glukoze na četkastoj membrani enterocita putem prijenosnika SGLT1 dobro je 

objašnjen pri nižim koncentracijama glukoze u lumenu crijeva (≤ 10 mM). No, prilikom viših 

koncentracija glukoze u lumenu crijeva (≥ 25 mM), koje se pojavljuju neposredno nakon 

obroka, uočena povećana apsorpcija glukoze ne može biti objašnjena prijenosom isključivo 

putem SGLT1. Smatra se da se povećanjem koncentracije glukoze u lumenu na oko 25 mM 

izjednačavaju aktivni i pasivni prijenos glukoze na četkastoj membrani enterocita, dok pri višim 

koncentracijama glukoze prevladava pasivan prijenos niz koncentracijski gradijent 

(NAFTALIN, 2014). Uočeno je da osim uobičajenog smještaja na bazolateralnim 

membranama, GLUT2 se može naći i na četkastoj membrani zbog visokih koncentracija 

glukoze u lumenu crijeva, i to već unutar nekoliko minuta (AFFLECK i sur., 2003). Iako postoji 

nekoliko teorija o čimbenicima koji utječu na premještanje GLUT2 na četkastu membranu 

enterocita, jedna je ipak najprihvaćenija. Najnovije spoznaje predlažu teoriju prema kojoj se 

zbog visoke koncentracije glukoze u lumenu crijeva i zasićenja SGLT1 pokreću mehanizmi 

koji uključuju aktiviranje PKC-a što dovodi do premještanja GLUT2 na četkastu membranu te 

se tako pospješuje apsorpcija glukoze niz koncentracijski gradijent (KELLETT i HELLIWELL, 

2000; AU i sur., 2002; HELLIWELL i sur., 2003; KELLETT i BROT-LAROCHE, 2005; 

BOUDRY i sur., 2007; KELLETT i sur., 2008; ZHENG i sur., 2012). Uloga SGLT1 u regulaciji 

aktivnosti i premještaja GLUT2 na četkastoj membrani dodatno je dokazana u pokusima na 
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štakorima upotrebom glikozida florizin, specifičnog inhibitora aktivnosti SGLT1, kojim je 

unatoč visokoj intraluminalnoj koncentraciji glukoze spriječen prijenos glukoze u crijevima 

putem SGLT1 i posljedično tome i GLUT2 (KELLETT, 2001). Do danas u svinja nije dokazana 

prisutnost GLUT2 na četkastoj membrani zbog visoke intraluminalne koncentracije glukoze.  

 

Zbog dugotrajne visoke koncentracije glukoze u lumenu tankog crijeva i stoga veće 

apsorpcije dolazi do povećanja koncentracije glukoze u međustaničnoj tekućini, što smanjuje 

koncentracijski gradijent na bazolateralnoj membrani enterocita te smanjuje prijenos glukoze 

iz stanice van na bazolateralnoj membrani i povećava koncentraciju glukoze unutar stanice. 

Ako povećanje koncentracije glukoze unutar stanice premašuje koncentraciju glukoze u lumenu 

tankog crijeva, okreće se smjer kojim glukoza tada putuje putem GLUT2 na četkastoj membrani 

niz koncentracijski gradijent. GLUT2 u tom slučaju djeluje kao šant glukoze na četkastoj 

membrani i tako sprječava pretjerano nakupljanje glukoze u citoplazmi enterocita. GLUT2 

svojim djelovanjem smanjuje ukupni neto ulazak glukoze iz lumena u enterocit i tako regulira 

osmotski tlak unutar stanice, ali i razmješta luminalnu glukozu na distalnije dijelove tankog 

crijeva te tako izlaže veću površinu tankog crijeva glukozi (NAFTALIN, 2014). Ovu ulogu 

GLUT2 potkrepljuju istraživanja na miševima kojima je utvrđeno da prehrana bogata 

ugljikohidratima dvostruko povećava aktivnost SGLT1 unutar jednoga dana u distalnijim 

dijelovima tankog crijeva (DIAMOND i KARASOV, 1987). U pokusima na štakorima također 

je dokazano da zbog povećanja udjela ugljikohidrata u obroku raste izraženost GLUT2, ali i 

SGLT1, na četkastoj membrani, dok izraženost GLUT5 ostaje ista (MIYAMOTO i sur., 1991, 

1992a). Gladovanje pak ima negativan utjecaj na izraženost GLUT2 na četkastoj membrani na 

proteinskoj, ali i na razini mRNK, dok hranjenje nakon gladovanja dovodi do brzog porasta 

izraženosti na proteinskoj i razini mRNK (HABOLD i sur., 2005). 

 

Koncentracija glukoze u krvi sisavaca održava se stalno unutar uskih granica raznim 

regulatornim mehanizmima. Razinu glukoze nadgledaju senzori u α i β-stanicama 

Langerhansovih otočića gušterače koje izlučuju inzulin ili glukagon, ovisno o razini glukoze, i 

time daju odgovor na trenutačnu razinu glukoze i prilagođavaju apsorpciju i iskorištavanje 

glukoze u tkivima, najčešće u poprečnoprugastom mišićju i masnom tkivu. Najnovija 

istraživanja na pokusnim životinjama pokazuju da se senzori za glukozu ne nalaze samo u 

gušterači nego i u portalnoj veni, središnjem živčanom sustavu, glija-stanicama i u mišićnom i 

masnom tkivu (THORENS, 2015). GLUT2, osim uloge prijenosnika glukoze, ima ulogu 

senzora za glukozu u tkivima. U pokusima s genetski promijenjenim miševima koji nemaju 
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GLUT2 ustanovljeno je da su oni hiperglikemični, hipoinzulinemični, hiperglukagonemični i 

glikozurični te da ugibaju unutar tri tjedna starosti. Vraćanje aktivnosti GLUT2 takvim 

miševima dovodi do povratka izlučivanja inzulina i njegova djelovanja te uspostave 

homeostaze (BADY i sur., 2006).  

 

Izraženost GLUT2 na razini mRNK utvrđena je kod svinja u jetrima, tankom crijevu 

bubregu i u manjoj mjeri u mozgu, plućima, mišićju i srcu (ASCHENBACH i sur., 2009; ZUO 

i sur., 2010). Istraživanja o raspodjeli izraženosti GLUT2 po pojedinim dijelovima tankog 

crijeva štakora na razini mRNK pokazala su najveću izraženost u duodenumu, a najmanju u 

jejunumu (CHANG WAYHS i sur., 2011), dok je kod svinja najveća izraženost bila u jejunumu 

i najmanja u ileumu što upućuje na to da se kod svinja većina glukoza apsorbira u proksimalnom 

i središnjem dijelu tankog crijeva (ZUO i sur., 2010). Izraženost GLUT2 na proteinskoj i 

mRNK razini ima jaku korelaciju što upućuje na to da se regulacija izraženosti GLUT2 odvija 

na transkripcijskoj razini (CUI i sur., 2003). 

 

2.4. Apsorpcija glukoze u tankom crijevu 

 

Enterociti nastaju u kriptama crijeva od multipotentnih crijevnih matičnih stanica (engl. 

multipotent intestinal stem cells, ISCs). Pritom putuju prema vrhu crijevne resice tijekom čega 

diferenciraju i poprimaju svoju funkciju uslijed aktivacije disaharidaza u četkastoj membrani i 

pokretanja prijenosnika za različite tvari u membranama enterocita, da bi na kraju, kada dođu 

do vrha crijevne resice, bili oljušteni u lumen crijeva. Taj proces obnove traje 2 – 3 dana kod 

glodavaca, 3 – 4 dana kod ovce i 5 – 6 dana kod ljudi, što upućuje i na različitost u veličini 

apsorptivnih površina crijeva kod glodavaca i ljudi. Stoga se duž crijevne resice fiziološki mogu 

naći enterociti u svim stadijima zrelosti. Kako enterocit sazrijeva, tako se aktivnost disaharidaza 

povećava (BUDDINGTON i DIAMOND, 1989; SHIRAZI-BEECHEY, 1995).  

 

Stopa prijenosa glukoze kroz enterocite i aktivnost pojedinih disaharidaza iz četkaste 

membrane pokazuju razlike među pojedinim dijelovima tankog crijeva u svinje. Aktivnost 

laktaze, koja laktozu razgrađuje na glukozu i galaktozu, najviša je u proksimalnim dijelovima 

tankog crijeva, dok je u ileumu nema. Aktivnost trehalaze, koja razgrađuje trehalozu na dvije 

molekule glukoze, i celobiaze, koja razgrađuje celobiozu na dvije molekule glukoze, ima sličnu 

raspodjelu kao i laktaza, s time da bilježe nisku aktivnost i u ileumu. Aktivnost invertaze, koja 
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razgrađuje saharozu na fruktozu i glukozu, maltaze, koja razgrađuje maltozu na dvije molekule 

glukoze, i izomaltaze, koja razgrađuje izomaltozu na dvije molekule glukoze, najviša je pak u 

distalnijim dijelovima tankog crijeva. Ova razlika u aktivnosti pojedinih disaharidaza po 

pojedinim dijelovima tankog crijeva upućuje na razliku u mjestu apsorpcije pojedinih 

monosaharida (DAHLQVIST, 1961; GUYTON i HALL, 2006). Prije odbića prasadi, prijenos 

glukoze opada od duodenuma prema ileumu gdje je čak 4,5 puta manji nego u duodenumu. No, 

nakon odbića stopa prijenosa glukoze najveća je u jejunumu, zatim u ileumu i duodenumu. 

Pretpostavlja se da je promjena u raspodjeli stope prijenosa glukoze posljedica promijenjene 

prehrane nakon odbića. Uslijed toga se laktoza kao izvor ugljikohidrata zamjenjuje složenijim 

ugljikohidratima za čiju su probavu potrebni hidrolitički enzimi u lumenu crijeva, ali i enzimi 

smješteni u samoj četkastoj membrani koji kataliziraju ugljikohidrate na monosaharide, a kojih 

ima najviše u jejunumu (PUCHAL i BUDDINGTON, 1992; VEGA i sur., 1992).  

 

 FERRARIS i DIAMOND (1993) u svom istraživanju na miševima dokazuju da 

promjena u broju prijenosnika SGLT1 na crijevnoj resici, kao prilagodba na promjenu u 

hranidbi u obliku naglog povećanja ili smanjenja udjela ugljikohidrata u obroku, započinje u 

kriptama, gdje se nalaze nezreli enterociti, i da se tek nakon određenog vremena može uočiti 

promjena u prijenosu glukoze . 

 

Prijenos glukoze kroz epitel neposredno započinje aktivnošću Na/K-ATPaze koja je 

smještena na bazolateralnoj membrani crijeva i koja svojom aktivnošću održava koncentraciju 

natrijevih i kalijevih iona u stanici. Na/K-ATPaza održava koncentracijski gradijent natrijevih 

iona primarno aktivnim prijenosom tri iona natrija iz stanice i dva iona kalija u stanicu, uz 

utrošak energije hidrolizom jedne molekule ATP-a. Relativno niža koncentracija natrija u 

citoplazmi enterocita u usporedbi s lumenom crijeva omogućuje da SGLT1, smješten na 

četkastoj membrani, u enterocit unosi zajedno s jednom molekulom glukoze i dva iona natrija. 

Upravo je navedeni prijenos natrijevih iona niz koncentracijski gradijent pokretačka sila ulaska 

glukoze. Prijenos glukoze putem SGLT1 na četkastoj membrani sekundarno je aktivan i kao 

takav ne koristi se energijom iz molekule ATP-a. Smatra se da zbog apsorpcije glukoze na 

četkastoj membrani enterocita putem prijenosnika SGLT1 dolazi do koncentriranja glukoze u 

vršnom dijelu citoplazme, koja bude metabolizirana u enterocitu za vlastite potrebe ili pak 

potiče pasivnu difuziju putem GLUT2 niz koncentracijski gradijent na bazolateralnim 

membranama enterocita. Na taj način glukoza iz enterocita dospije u međustaničnu tekućinu 

međustaničnih prostora neposredno ispod čvrstih međustaničnih veza (THORENS i sur., 
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1990b; HWANG i sur., 1991; WRIGHT i sur., 1997; KELLETT, 2001; DROZDOWSKI i 

THOMSON, 2006; WRIGHT i sur., 2007). Tako objašnjen model prijenosa glukoze kroz 

enterocite poznat je u literaturi kao „klasični model apsorpcije glukoze“ (slika 4). Enterocit 

tijekom apsorpcije glukoze izgubi oko 30 % unutarstanične tekućine u međustanični prostor, 

što dovodi do širenja međustaničnog prostora ispod čvrstih međustaničnih veza te enterocit 

zbog toga poprima oblik krnjeg stošca s bazom na vršnoj membrani, a vrhom na bazalnoj 

membrani (PAPPENHEIMER i MICHEL, 2003). Tako prošireni međustanični prostor 

omogućuje primanje većih količina apsorbiranih tvari bez potrebe za putem do bazalne 

membrane i eventualnim prolaskom kroz mnogo manje propusnu membranu jezgre i 

mithohondrija smještene bliže bazalnoj membrani. (THORSEN i sur., 2014). Iako je uvriježeno 

da se izlazak glukoze iz enterocita putem GLUT2 odvija na bazolateralnoj membrani, 

PAPPENHEIMER i MICHEL (2003) u svom istraživanju dokazuju da je GLUT2 smješten u 

najvećoj mjeri na lateralnim dijelovima bazolateralne membrane enterocita, što je ujedno i 

mjesto gdje natrijevi ioni izlaze iz enterocita u međustanični prostor suprotno koncentracijskom 

gradijentu putem Na/K-ATPaze. 
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Slika 4. Klasični model apsorpcije glukoze u enterocitima. Glukoza i galaktoza se na četkastoj 

membrani enterocita prenose zajedno s dva iona natrija putem SGLT1. Koncentracijski 

gradijent iona natrija, koji je pokretačka sila za prijenos glukoze i galaktoze putem SGLT1, 

održava se bazolateralno smještenom Na/K-ATPazom. Fruktoza ulazi u enterocit na četkastoj 

membrani olakšanom difuzijom pomoću GLUT5. Bazolateralno smješten GLUT2 prenosi 

apsorbirane monosaharide van iz stanice olakšanom difuzijom niz koncentracijski gradijent. 

Preuzeto i prilagođeno od: DROZDOWSKI i THOMSON (2006). 
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Apsorpcija monosaharida u tankom crijevu svejeda učinkovit je proces koji sprječava 

nepotreban prolazak glukoze do debelog crijeva. Veće količine neprobavljenih ugljikohidrata 

u debelom crijevu mogu uzrokovati proljev zbog povećanja osmotskog tlaka unutar lumena 

crijeva, ali i pretjeranog rasta bakterija. Neapsorbirani ugljikohidrati koji dođu do debelog 

crijeva podliježu bakterijskoj razgradnji djelovanjem njihovih unutarstaničnih disaharidaza ili 

pak anaerobnoj fermentaciji kojom nastaju kratkolančane masne kiseline, vodik, ugljikov 

dioksid i metan. Kratkolančane masne kiseline mogu biti apsorbirane u debelom crijevu i tako 

postati izvor energije (CASPARY, 1992; CHEESEMAN, 2002).  

 

Kako bi se spriječio nepotreban gubitak glukoze, postoji više teorija o dodatnom 

prijenosu glukoze u enterocite na četkastoj membrani, pogotovo u uvjetima povećane 

koncentracije glukoze u lumenu crijeva, ali samo su dvije najraširenije. Prva teorija tvrdi da 

glukoza prolazi mimo stanica, paracelularno, kroz čvrste međustanične veze koje bivaju 

otvorene, bilo aktivacijom putem SGLT1 bilo povećanjem koncentracije otopljenih tvari u 

lumenu crijeva (engl. solvent drag) (MADARA i PAPPENHEIMER, 1987; PAPPENHEIMER 

i REISS, 1987; DROZDOWSKI i THOMSON, 2006). Druga teorija, novijeg podrijetla, temelji 

se na pretpostavci da se GLUT2 može iz unutarstaničnih zaliha prebaciti na četkastu membranu 

putem signalnih mehanizama koji uključuju PKC, a pokrenuti su aktivacijom SGLT1 na 

četkastoj membrani enterocita. Pojavljivanje GLUT2, kao prijenosnika s manjim afinitetom, ali 

većim kapacitetom za prijenos glukoze u četkastoj membrani, mogao bi objasniti naglo 

povećanje prijenosa glukoze na četkastoj membrani u uvjetima povećane koncentracije glukoze 

u lumenu crijeva (KELLETT, 2001; AU i sur., 2002; HELLIWELL i sur., 2003). Određene 

skupine autora dugo su negirale prisutnost GLUT2 na četkastoj membrani, citirajući radove 

gdje se GLUT2 na imunohistokemijskim preparatima nalazi isključivo na bazolateralnoj 

membrani enterocita uz korištenje protutijela razvijenim na C-terminalni dio GLUT2 

(THORENS i sur., 1990b, 1990c; SCOW i sur., 2011). Novija istraživanja, u kojima su se za 

imunohistokemijsku analizu koristila protutijela razvijena na glikoziliranu izvanstaničnu petlju 

od GLUT2, uspjela su dokazati prisutnost GLUT2 i na bazolateralnoj i na četkastoj membrani 

enterocita (AFFLECK i sur., 2003; AU i sur., 2002). 

 

U preživača se najveći dio ugljikohidrata probavlja do kratkolančanih masnih kiselina 

procesom fermentacije u buragu, pod djelovanjem enzima mikroorganizama, te zbog toga vrlo 

mala količina ugljikohidrata dospijeva do tankog crijeva što za posljedicu ima značajno manju 

izraženost SGLT1 u tankom crijevu preživača u usporedbi sa svejedima (ZHAO i sur., 1998). 
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No, preživači zato imaju izraženu aktivnost SGLT1 u predželucima kako bi mogli apsorbirati 

hranom unesene monosaharide, koji ujedno i lako fermentiraju te mogu u prevelikoj količini 

uzrokovati kiselu indigestiju, tj. acidozu buraga (ASCHENBACH i sur., 2002). 

 

2.5. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 

 

Poznato je da postoje spolne razlike u fiziološkim procesima, pa tako i u anatomiji i 

fiziologiji probavnog sustava. Više pH-vrijednosti u probavnom traktu, viša aktivnost 

glutationa u duodenumu, manja količina tekućine unutar probavnog trakta, manja aktivnost 

alkoholne dehidrogenaze, dulje vrijeme prolaska sadržaja duž crijeva kod žena samo su neke 

od razlika među spolovima uočene u probavnom sustavu ljudi (FREIRE i sur., 2011). 

 

Spolne razlike uočene su i u samom metabolizmu ugljikohidrata. Estrogen utječe na 

homeostazu razine glukoze mijenjajući metabolizam glukoze u jetrima. Iako su mehanizmi tog 

utjecaja još uvijek nepoznati, dokazano je da estrogen potiče prijenos glukoze u tkiva 

mijenjajući izraženost pojedinih proteina i enzima odgovornih za metabolizam glukoze (CHEN 

i sur., 2009). S obzirom na to da su spolne razlike u izraženosti i funkciji prijenosnika nužnih 

za prijenos glukoze uočene u različitim organima, pretpostavlja se da se i mehanizmi kontrole 

razine glukoze u krvi razlikuju među spolovima (POMERLEAU i sur., 1999).  

 

Poznato je da estrogen ima pozitivan utjecaj na krvožilni sustav, pogotovo na zaštitu 

srca od ishemije. DŽURBA i sur. (1997) ustanovili su da ženke štakora i pasa imaju veću 

izraženost Na/K-ATPaze u srcu od mužjaka te da se kastriranim ženkama pasa nakon davanja 

estradiola povećala izraženost Na/K-ATPaze u srcu u odnosu na kontrolnu skupinu 

nekastriranih ženki. QUINTAS i sur. (1997) dokazuju spolnu razliku u izraženosti Na/K-

ATPaze na proteinskoj razini u bubrezima štakora koja je čak za 50 % veća u bubrezima ženki 

nego u mužjaka. Suprotne rezultate na bubrezima štakora dobili su pak JAVORKOVÁ i sur. 

(2009; 2010) koji su ustanovili da je α1-podjedinica Na/K-ATPaze jače izražena u mužjaka na 

proteinskoj razini. Aktivnost prijenosa natrijevih iona i izraženost Na/K-ATPaze na razini 

mRNK u plućima viša je u ženki štakora (KALTOFEN i sur., 2015). 
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Značajne spolne razlike i utjecaj spolnih hormona, odnosno inhibitorni utjecaj 

testosterona na prijenos glukoze (ženke > mužjaci) već su dokazane u plućima štakora (HART 

i sur., 1998), a spolne su razlike u izraženosti prijenosnika glukoze (ženke > mužjaci) dokazane 

u bubrezima štakora i miševa za SGLT1 (SABOLIĆ i sur., 2006; NAGAI i sur., 2014) te za 

GLUT2 u bubrezima i mozgu miševa (NAGAI i sur., 2014). U istraživanju na štakorima nije 

uočena spolna razlika u izraženosti SGLT1 u tankom crijevu (BALEN i sur., 2008). U 

probavnom sustavu pokusnih životinja, pa tako i svinja, spolne razlike u izraženosti 

prijenosnika nužnih za prijenos glukoze do sada nisu utvrđene. 

 

Kod ljudi postoje spolne razlike u rezultatima oralnog testa na podnošljivost glukoze 

(engl. oral glucose tolerance test, OGTT). Uočeno je da žene imaju nižu koncentraciju glukoze 

u plazmi u početnom dijelu OGTT-a, ali zato višu nakon 2 – 3 sata OGTT-a od muškaraca, što 

upućuje na to da muškarci brže apsorbiraju glukozu u početnom dijelu OGTT-a, a žene pred 

kraj OGTT-a. Zbog sporije apsorpcije glukoze žene su imale i dulji poluživot glukoze u 

crijevima (ANDERWALD i sur., 2011). 

 

2.6. Dijabetes i inzulin 

 

Prema podatcima svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, 

WHO) 2014. godine bilo je 422 milijuna (8,5 % ukupne populacije) ljudi s dijabetesom. 

Usporedbe radi, 1980. godine bilo je zabilježeno 108 milijuna (4,7 % ukupne populacije) 

bolesnika (WHO, 2017). Pojavnost dijabetesa u žena dokazano je niža nego u muškaraca 

(WILD i sur., 2004). 

 

Homeostaza razine glukoze u tijelu održava se koordinacijom triju procesa – 

apsorpcijom u tankim crijevima, glukoneogenezom u jetrima i utroškom u tkivima. Homeostaza 

razine glukoze u tijelu najvažniji je čimbenik za održavanje pravilnog metabolizma, a 

poremećaj te ravnoteže dovodi do mnogih metaboličkih poremećaja (GUYTON i HALL, 

2006). 

 

Šećerna bolest ili dijabetes (lat. diabetes mellitus) jest metabolički poremećaj uzrokovan 

nedjelotvornošću inzulina, bilo njegovom nedovoljnom proizvodnjom bilo neodgovarajućim 
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odgovorom stanica na proizvedeni inzulin. Inzulin je peptidni hormon proizveden u β-

stanicama Langerhansovih otočića gušterače koji održava homeostazu glukoze povećavanjem 

prijenosa glukoze iz krvi u tkiva i poticanjem sinteze glikogena (ASANO i sur., 2004). 

Dijabetes tipa 1 jest tzv. dijabetes ovisan o inzulinu i uzrokuje ga manjak proizvodnje inzulina, 

dok je dijabetes tipa 2 dijabetes neovisan o inzulinu, uzrokovan smanjenom osjetljivošću ciljnih 

tkiva na metaboličke učinke inzulina (GUYTON i HALL, 2006). 

 

Dijabetes tipa 1 znatno smanjuje aktivnost Na/K-ATPaze u arteriolama mozga, i to 

znatnije u mužjaka nego u ženki štakora što upućuje na spolnu predodređnost u nastanku 

patoloških lezija u mikrocirkulaciji mozga te potencijalnu zaštitnu ulogu estrogena od nastanka 

lezija (SIEBER i sur., 2001). Za razliku od mozga, u jejunumu i ileumu te bubrezima dolazi do 

znatnog povećanja aktivnosti Na/K-ATPaze, ali i izraženosti na mRNK i proteinskoj razini, u 

štakora s umjetno izazvanim dijabetesom. Povećanje izraženosti Na/K-ATPaze na proteinskoj 

razini uzrokovanog povećanjem na mRNK razini pokazuje da je regulacija izraženosti gena 

uslijedila već na transkripcijskoj razini. S obzirom na to da dijabetes u tankom crijevu povećava 

prijenos glukoze preko četkaste i bazolateralne membrane, uočeno povećanje aktivnosti i 

izraženosti Na/K-ATPaze u tankom crijevu moglo bi biti jedan od mehanizama prilagodbe na 

staničnoj razini kako bi se povećao prijenos glukoze u enterocitima (WILD i sur., 1999; 

JAVORKOVÁ i sur., 2009). 

 

Dijabetes tipa 2 pojačava izraženost prijenosnika za monosaharide SGLT1, GLUT2 i 

GLUT5 u tankim crijevima na mRNK i proteinskoj razini kod miševa (BURANT i sur., 1994) 

i ljudi, gdje je utvrđeno da osim izraženosti prijenosnika raste i aktivnost disaharidaza na 

četkastoj membrani (DYER i sur., 2002). Izraženost GLUT2 na četkastim membranama 

enterocita u jejunumu, neovisno o koncentraciji glukoze u lumenu crijeva, uočena je kod 

gojaznih ljudi, koji pak često znaju razviti dijabetes tipa 2 (AIT-OMAR i sur., 2011). Štakori s 

pokusno izazvanim dijabetesom imali su povećanu izraženost GLUT2 (MIYAMOTO i sur., 

1992b) i GLUT5 (CORPE i sur., 1996) na proteinskoj razini u jejunumu, ali i na razini mRNK 

(MIYAMOTO i sur., 1991). 

 

Zadržavanje natrijevih iona reapsorpcijom u bubrežnim kanalićima karakteristično je za 

dijabetes tipa 1 i 2. Dokazano je da inzulin povećava prijenos kalijevih iona u stanicu utječući 

na aktivnost Na/K-ATPaze u proksimalnim bubrežnim kanalićima (WEIDMANN i FERRARI, 

1991), ali i u drugim tkivima (EWART i KLIP, 1995; SWEENEY i KLIP, 1998), što je pak u 
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suprotnosti s rezultatima istraživanja na jejunumu štakora gdje inzulin smanjuje izraženost 

Na/K-ATPaze na proteinskoj razini (SERHAN i KREYDIYYEH, 2010). 

 

Iako postoji mnogo radova o utjecaju inzulina na mišićje, jetra i bubrege, vrlo je malo 

radova o utjecaju inzulina na apsorpciju glukoze u crijevima. Inzulin u štakora povećava 

apsorpciju glukoze i izraženost SGLT1 na proteinskoj razini u jejunumu (SERHAN i 

KREYDIYYEH, 2010). 

 

Kako su već prethodna istraživanja na genetski modificiranim miševima koji nemaju 

GLUT2, a koji su zbog tog nedostatka povećali unos hrane, iako im je koncentracija glukoze u 

krvi regulirana parenteralnim davanjem glukoze, dokazala da GLUT2 osim uloge prijenosnika 

ima i ulogu senzora za glukozu (BADY i sur., 2006), već dulje vrijeme postoji interes za 

proučavanjem uloge tankog crijeva u homeostatskom održavanju razine glukoze u krvi tijekom 

dijabetesa. Hiperglikemija koja se pojavljuje zbog dijabetesa tipa 2 posljedica je sustavne 

rezistencije na inzulin te se kontrola razine glukoze često pokušava uspostaviti upotrebom 

oralnih antidijabetika. Dokazana razlika u raspodjeli prijenosnika odgovornih za prijenos 

glukoze duž tankog crijeva mogla bi imati utjecaja na učinkovitost pojedinih lijekova 

(HERRMANN i sur., 2012). 

 

Farmaceutska industrija danas nudi dva pristupa kako kontrolirati apsorpciju glukoze u 

tankim crijevima kod ljudi s dijabetesom – inhibicija aktivnosti enzima kako bi se usporila 

probava složenih ugljikohidrata i inhibicija aktivnosti SGLT1 s tvarima sličnim florizinu. 

Inhibicija SGLT1 u tankim crijevima mogao bi biti mehanizam kojim se smanjenjem apsorpcije 

glukoze u tankom crijevu utječe na razinu glukoze u krvi nakon obroka. Do sada nema 

dopuštenog SGLT1 inhibitora, iako na tržištu postoje SGLT2 inhibitori koji variraju u 

selektivnosti te jednim dijelom inhibiraju i SGLT1. Inhibitori SGLT2 smanjuju ili sprječavaju 

reapsorpciju glukoze u proksimalnim zavijenim kanalićima bubrega te tako uzrokuju 

glukozuriju i snižavaju koncentraciju glukoze u krvi (LEHMANN i HORNBY, 2016). 
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3. OBRAZLOŽENJE TEME 
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Kako ugljikohidrati čine najveći količinski i energetski udio u prehrani ljudi, ali i svinja, 

velika se pozornost već godinama pridaje proučavanju metabolizma ugljikohidrata. Apsorpcija 

monosaharida u tankom crijevu jedan je od ključnih koraka probave ugljikohidrata i njihova 

metabolizma, a izravno je ovisna o funkcionalnoj izraženosti prijenosnika uključenih u 

apsorpciju glukoze: Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2. Izraženost i raspodjela Na/K-ATPaze, 

SGLT1 i GLUT2 u tankom crijevu opisane su većinom u štakora i miševa, dok podataka za 

svinje manjka. Zahvaljujući studijama na laboratorijskim glodavcima, poznato je da postoje 

spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u bubrezima te u plućima i mozgu 

štakora i miševa. No, dosad se navedene razlike nisu uspjele utvrditi u probavnom sustavu 

laboratorijskih glodavaca, pa tako i svinja.  

 

Dijabetes kao poremećaj metabolizma glukoze, i jedan od najučestalijih metaboličkih 

poremećaja uopće kod ljudi, također pokazuje razlike u učestalosti među spolovima koja je 

dokazano niža u žena. Kako već dulje vrijeme postoji interes za proučavanjem uloge tankog 

crijeva u homeostatskom održavanju razine glukoze u krvi tijekom dijabetesa, postojanje 

spolnih razlika u izraženosti prijenosnika glukoze mogle bi djelomično objasniti zašto je 

pojavnost dijabetesa manja u žena nego u muškaraca.  

 

Uočene sličnosti između čovjeka i svinje u anatomiji i fiziologiji probavnog sustava čine 

svinju modelom prvog izbora za proučavanje fiziologije probavnog sustava ljudi, pogotovo u 

istraživanjima apsorpcije i biodostupnosti hranjivih tvari. 

 

Hipoteza ovog istraživanja jest da u tankom crijevu svinje postoje spolne razlike u 

izraženosti triju glavnih prijenosničkih proteina, Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2, uključenih 

u prijenos glukoze kroz membranu enterocita. 

 

Kako bi se testirala hipoteza na eksperimentalnom modelu svinje, postavljeni su sljedeći 

specifični ciljevi: 

1. Potvrditi izraženost i staničnu lokaciju Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom 

crijevu svinje, uz pomoć lančane reakcije polimeraze (PCR), western-analize i 

imunofluorescencije. 
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2. Odrediti optimalne uvjete za prikaz Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom crijevu 

svinje metodama imunohistokemije na kriostatskim narescima tkiva i western-analize u 

izoliranim staničnim membranama. 

3. Istražiti raspodjelu izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 po pojedinim 

dijelovima tankog crijeva, tj. u duodenumu, jejunumu i ileumu. 

4. Istražiti moguće spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom 

crijevu spolno zrelih svinja. 

5. Istražiti utjecaj kastracije na izraženost Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom 

crijevu spolno zrelih svinja. 
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4.  MATERIJAL I METODE  
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4.1. Pokusne životinje 

 

U ovom istraživanju koristila sam odrasle mužjake i ženke svinja pasmine švedski 

landras sa svinjogojske farme Kaznionice i zatvora u Požegi. Životinje su uzgajane i držane u 

svrhu tova te ekonomske iskoristivosti svinjskog mesa. Tijekom čitavog istraživanja svinje su 

boravile u skupinama u boksu i bile hranjene kompletnim komercijalnim krmnim smjesama za 

svinje u tovu, i to do 60 kg tjekesne mase s krmnom smjesom ST1 koja je sadržavala 16 % 

sirovih proteina i 12,89 MJ metaboličke energije (ME), a do 100 kg tjelesne mase s krmnom 

smjesom ST2 koja je sadržavala 13 % sirovih proteina i 13,78 MJ ME. Pokuse je odobrilo 

Povjerenstvo za etiku u veterinarstvu Veterinarskoga fakulteta u Zagrebu (klasa: 640-01/16-

17/71; ur. br.: 251-61-01/139-16-2). 

 

4.2. Kemikalije, pribor i protutijela 

 

Od tvrtke Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD) korišteni su: albumin iz seruma goveda 

(engl. bovine serum albumine, BSA), fenil-metil-sulfonil-fluorid (engl. phenylmethylsulfonyl 

fluoride, PMSF), manitol, etilen-glikol-bis(β-aminoetil eter)-N,Ń'-tetraoctena kiselina (EGTA), 

Triton-X-100, 5-bromo-4-kloro-3-indolil fosfat (BCIP), nitro blue tetrazolium, (NBT), 

RNAlater®, Sigmafast™, kalijev klorid (KCl), kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), natrijev 

klorid (NaCl), natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), Tris hidroklorid, tj. 2-amino-2-

(hidroksimetil)-1,3-propanediol hidroklorid (Tris/HCl), natrijev dodecilsulfat (engl. sodium-

dodecyl sulfate, SDS), akrilamid/bisakrilamid (29:1), amonijev persulafat (APS), β-

merkaptoetanola (β-ME), metanol, octena kiselina. Od tvrtke Bio-Rad Laboratories 

(Richmond, CA, SAD) korišteni su: N,N,Ń',Ń'-tetrametiletilendiamin (TEMED). Od tvrtke 

Serva (Heidelberg, Njemačka) korišten je Coomassie Brilliant Blue G-250, glicerol. Od tvrtke 

Vétoquinol S.A. (Magny-Vernois, Francuska) korišteni su anestetici Narketan® (ketamin) i 

Xylapan® (ksilazin). Od tvrtke Kemika (Zagreb, Hrvatska) korišteni su kemikalije: 

bromfenolsko plavilo (BPB, engl. brom-phenol-blue), paraformaldehid (PFA), saharoza, 

izopropanol, etanol i limunska kiselina. Od tvrtke Fischer Scientific (Hampton, NH, SAD) 

korišteni su: natrijev azid (NaN3), Tris-acetat-etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) pufer 

(TAE pufer). Od tvrtke Dako (Carpinteria, CA, SAD) korištena je otopina za očuvanje 

fluorescencije Dako Fluorescent Mounting Media. Od tvrtke Biognost (Zagreb, Hrvatska) 
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korištena su adhezivna predmetna stakla VitroGnost® Plus Ultra i pokrovna stakla te sredstvo 

za uklapanje CryoFix gel.  

 

Komercijalna primarna protutijela, mišje monoklonsko na Na/K-ATPazu (Na+/K+-

ATPase α (H-3), sc-48345) i kozje poliklonsko na GLUT2 (Glut2 (C-19), sc-7580), korištena 

su od proizvođača Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD), dok je kunićje poliklonsko 

protutijelo na SGLT1 (anti-SGLT1 antibody, ab14686) od proizvođača Abcam (Cambridge, 

UK). Nekomercijalno primarno kunićje poliklonsko protutijelo na SGLT1 donirano je 

ljubaznošću prof. dr. sc. Hermanna Koepsella, Institut za anatomiju i biologiju stanice, 

Sveučilište u Würzburgu, Würzburg, Njemačka. Komercijalna sekundarna protutijela, 

obilježena fluorescentnom molekulom cijanin-3 (CY3), koja su korištena za 

imunohistokemijsku analizu, jesu magareće protutijelo protiv mišjeg IgG (Cy™3 AffiniPure 

Donkey Anti-Mouse IgG, 715-165-151) (DAM-CY3), kozje protutijelo protiv kunićjeg IgG 

(Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG, 111-165-144) (GAR-CY3) i magareće protutijelo 

protiv kozjeg IgG (Cy™3 AffiniPure Donkey Anti-Goat IgG, 705-165-147) (DAG-CY3) 

proizvođača Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA, SAD). Komercijalna 

sekundarna protutijela s vezanim enzimom alkalnom fosfatazom (AP), koja su korištena u 

western-analizi, jesu kozje protutijelo protiv mišjeg IgG (goat anti-mouse IgG-AP, sc-2008) 

(GAM-AP), kozje protutijelo protiv kunićjeg IgG (goat anti-rabbit IgG-AP, sc-2007) (GAR-

AP) i goveđe protutijelo protiv kozjeg IgG (bovine anti-goat IgG-AP, sc-2353) (BAG-AP) 

proizvođača Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, SAD).  

 

4.3. Postupci sa životinjama 

 

4.3.1. Kastracija 

 

Kako bih ispitala utjecaj spola i kastracije na izraženost prijenosnika uključenih u 

prijenos glukoze, koristila sam kastrirane (n = 10) i lažno kastrirane (n = 10) mužjake i ženke. 

U dobi od 4 tjedna bila je napravljena kastracija mužjaka (n = 5) i ženki (n = 5), dok su kontrolni 

mužjaci (n = 5) i kontrolne ženke (n = 5) bili lažno kastrirani. Mužjaci su kastrirani kroz 

skrotum, dok su ženke kastrirane paralumbalnim pristupom pod općom anestezijom (ketamin 

10 mg/kg t. m. i ksilazin 2 mg/kg t. m.). Lažno kastrirane životinje prošle su isti operacijski 
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postupak, ali bez uklanjanja gonada. Nakon operacijskih postupaka i oporavka svinje su 

vraćene boksove gdje su boravile u skupinama do kraja pokusa. 

 

4.3.2. Klanje  

 

Nakon provedenog pokusa, odnosno dostizanja spolne zrelosti u dobi od 10 mjeseci, 

životinje su upućene na tehnološko klanje u klaonicu Papuk, mesna industrija d.o.o. u Požegi, 

gdje su omamljene i zaklane. Organi probavnog sustava (od želuca do rektuma) nakon 

uklanjanja iz trupa životinje na liniji klanja odmah su potopljeni u ledeno hladnu vodu kako bi 

se usporili procesi autolize stanica te se odmah pristupilo uzorkovanju pojedinih dijelova tankog 

crijeva (duodenum, jejunum i ileum) . 

 

4.4. Postupci s tkivima 

 

4.4.1. Imunohistokemijska analiza 

 

4.4.1.1. Uzorkovanje i fiksacija tkiva 

 

Uzorci za imunohistokemijsku analizu uzeti su iz središnjeg dijela duodenuma, 

jejunuma i ileuma te su isprani u hladnom PBS-u (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 

2 mM KH2PO4, pH 7,4) u tri niza i fiksirani 4% PFA u PBS-u. Uzorci su držani u istom fiksativu 

tijekom 24 sata pri 4 ºC, nakon čega su izdašno isprani u PBS-u i do daljnje upotrebe pohranjeni 

na 4 ºC u PBS-u koji sadržava 0,02 % NaN3. 

 

4.4.1.2. Priprema histoloških preparata 

 

Fiksirani uzorci tkiva prvo su namočeni preko noći na 4 ºC u 30 %-tnoj otopini saharoze 

kako bi se dehidrirali i tako zaštitile stanične strukture prilikom zamrzavanja. Tkivo se potom 

uklopilo u polimerni uklopni medij CryoFix gel (Biognost, Zagreb, Hrvatska) i zamrznulo u 

kriostatu Leica CM 1580 (Leica Instruments, Nussloch, Njemačka) na temeperaturu od -25 ºC 
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tijekom 45 minuta. Tkivni naresci debljine 5 µm prikupljeni su i nalijepljeni na adhezivna 

predmetna stakla. Tako pripremljeni uzorci sušili su se tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi i 

potom su pohranjeni u hladnjaku na 4 ºC do daljnje upotrebe. 

 

4.4.1.3. Imunohistokemija  

 

Kako PFA specifično prikriva epitope prilikom fiksiranja, svaki par protutijelo-epitop 

ima specifične uvjete za optimalno dokazivanje u tkivnim narescima. Kako bi se uspješno 

obilježili epitopi na uzorcima sa specifičnim protutijelom, najprije su se odredile optimalne 

metode otkrivanja antigena kojima se u tkivu dodatno denaturiraju proteini i uklanjaju lipidi. 

Metode otkrivanja antigena uključuju namakanje uzoraka u citratnim puferima različitih pH-

vrijednosti, postupke s tretmanom ili bez tretmana detergentima i alkoholima ili pak postupke 

sa zagrijavanjem ili bez zagrijavanja u mikrovalnoj pećnici (SABOLIĆ i sur., 2007; BRZICA i 

sur., 2009). Postupkom otkrivanja antigena utvrđeno je da je za Na/K-ATPaza, SGLT1 i 

GLUT2 protutijelo optimalan protokol koji uključuje obradu uzoraka u mikrovalnoj pećnici u 

10 mM citratnom puferu pH = 6, koji se sastoji od sljedećih koraka: rehidracija u PBS-u 15 

minuta, kuhanje u mikrovalnoj pećnici (800 W) u citratnom puferu tijekom četiri ciklusa po 5 

minuta, hlađenje na sobnoj temperaturi u istom puferu 20 minuta, ispiranje u PBS-u tri puta po 

5 minuta, inkubacija u 0,5 %-tnom Triton-X-100 15 minuta, inkubacija u 2 %-tnom Triton-X-

100 30 minuta, ispiranje u PBS-u dva puta po 5 minuta te blokiranje nespecifičnog vezanja 

protutijela u 1 %-tnoj otopini BSA u PBS-u tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon 

postupka otkrivanja antigena tkivni su naresci inkubirani u primarnom protutijelu  tijekom noći 

u hladnjaku na 4 ºC, zatim su isprani u 0,1 %-tnom Triton-X-100 dva puta po 5 minuta te 

inkubirani u sekundarnom protutijelu tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi. Korištena primarna 

i sekundarna protutijela te njihova razrjeđenja prikazana su u tablici 1. Nakon inkubacije u 

sekundarnom protutijelu tkivni su naresci isprani prvo u 0,1 %-tnom Triton-X-100 tijekom 10 

minuta, a zatim dva puta po 5 minuta u PBS-u te prekriveni otopinom za očuvanje 

fluorescencije Dako Fluorescent Mounting Media i prekriveni pokrovnim staklom.  

 

 Gotovi imunohistokemijski preparati pretraženi su fluorescencijskim mikroskopom 

OPTON III RS (Opton Feintechnik, Oberkochen, Njemačka) i snimljeni priključenom 

digitalnom kamerom SPOT RT (Diagnostic Intruments, Sterling Heights, MI, SAD) te su 
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dobivene snimke obrađene u programu Adobe Photoshop CC (Adobe Systems Inc., San Jose, 

CA, SAD). 

 

Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela korištena u imunohistokemiji. 

Prijenosnik 
Proizvođač 

primarnog protutijela 

Razrjeđenje 

primarnog 

protutijela 

Sekundarno 

protutijelo 

Razrjeđenje 

sekundarnog 

protutijela 

Na/K-ATPaza 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1 : 400 DAM-CY3 1 : 400 

SGLT1 Abcam 1 : 200 GAR-CY3 1 : 500 

GLUT2 
Santa Cruz 

Biotechnology 
1 : 200 DAG-CY3 1 : 400 

 

 

4.4.2. Western-analiza 

 

4.4.2.1. Uzorkovanje i homogenizacija tkiva 

 

Tijekom uzorkovanja tkiva za western-analizu pazilo se da tkivo čitavo vrijeme, tijekom 

uzorkovanja i homogenizacije, bude na hladnome (ledena podloga, homogenizacija u ledu). 

Uzorku, prosječne dužine oko 8 cm, od svakoga dijela crijeva (duodenum, jejunum i ileum) se, 

nakon podužnog otvaranja i ispiranja u hladnom PBS-u u tri niza, sastrugala sluznica stijenke 

crijeva pomoću predmetnog stakla. Uzorci sastrugane sluznice stavljeni su u omjeru 1 : 9 u 

hladni pufer za homogenizaciju (300 mM manitol, 5 mM EGTA, 12 mM Tris/HCl, 1 mM 

PMSF, pH 7,4) uz dodatak inhibitora proteaza Sigmafast™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

SAD) (omjer uzorak/pufer 1 : 9) i homogenizirani električnim homogenizatorom IKA T10 basic 

Ultra-Turrax® (IKA Werke, Staufen, Njemačka) na najjačoj brzini – 1 minuta homogenizacija, 

2 minute pauza, 1 minuta homogenizacija. Homogenizirani uzorci tkiva pohranjeni su na -80 

ºC do daljnje upotrebe. 

 

4.4.2.2. Izdvajanje ukupnih staničnih membrana (USM) 

 

Homogeniziranim je uzorcima dodan pufer za izolaciju USM-I (isti sastav kao pufer za 

homogenizaciju, samo bez dodatka inhibitora proteaza) do jednakog volumena i ponovno su 
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homogenizirani na ledu u ručnom staklenom homogenizatoru s teflonskim tučkom Omni-

Mixer (Sorvall Instruments, Newton, CT, SAD) 1 minutu na srednjoj brzini. USM izdvojene su 

metodom diferencijalnog centrifugiranja u centrifugi s hlađenjem Sorvall RC-5C (rotor SS-34) 

(Sorvall Instruments, Newton, CT, SAD) iz homogeniziranih uzoraka. Prvo su homogenizirani 

uzorci centrifugirani na 6500 rpm (5000 ×g) tijekom 15 minuta kako bi se najprije istaložio 

stanični talog koji čine cijele stanice, jezgre i nerazgrađeni tkivni matriks. Dobiveni nadtalog se 

zatim još jednom centrifugirao na 20 000 rpm (50 000 ×g) tijekom 1 sata pri čemu su se istaložili 

USM-i. Talog s izdvojenim USM-om se uz pomoć plastičnog štapića i pipete otopio u puferu 

za izolaciju USM-II (pufer za izolaciju USM-I razrijeđen s deH2O 1 : 1). 

 

4.4.2.3. Određivanje koncentracije proteina 

 

Koncentracija proteina u izdvojenim USM-ima mjerena je spektrofotometrijski, 

metodom po Bradfordu (BRADFORD, 1976). Metoda se temelji na reakciji vezanja boje 

Coomassie Brilliant Blue G-250 na proteine, pri čemu joj se mijenja ionsko stanje te apsorbira 

svjetlost valne dužine od 595 nm. Standardna krivulja koncentracije proteina izrađena je 

pomoću otopine BSA u koncentracijskom rasponu od 0,2 do 1,2 mg/mL. Uzorci su razrjeđivani 

tako da im optička gustoća bude u linearnom području standardne krivulje. Nakon inkubacije 

od 10 minuta na sobnoj temperaturi u otopini boje, optička gustoća uzoraka očitana je naspram 

slijepe probe (uzorak bez proteina) na spektrofotometru CECIL 9000 (Cecil Instruments, 

Cambridge, Engleska, UK). Pripadajuće koncentracije proteina uzoraka očitane su iz standardne 

krivulje. 

 

4.4.2.4. Denaturirajuća elektroforeza u poliakrilamidnom gelu i western-analiza  

 

Prije denaturirajuće elektroforeze proteina u poliakrilamidnom gelu (natrijev 

dodecilsulfat-elektroforeza u poliakrilamidnom gelu ili SDS-PAGE (engl. sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), uzorci izdvojenih ukupnih staničnih membrana 

priređeni su miješanjem u Laemmli-puferu, tj. puferu za denaturaciju proteina (0,5 M Tris/HCl, 

pH 6,8 (22 % v/v), 30 % SDS (12 % v/v), 80 % glicerol (54 % v/v), zasićena otopina BPB (12 

% v/v)) s dodatkom 5 % β-ME. Konačna koncentracija proteina u svim uzorcima podešena je 

na 4 µg/µL. Uzorci su zatim dodatno denaturirani zagrijavanjem na različitim temperaturama 
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(37 ºC/30 min, 65 ºC/15 min, 95 ºC/5 min) radi određivanja osjetljivosti pojedinih antigena na 

termičku razgradnju. 

 

 Tijekom okomite diskontinuirane SDS-PAGE elektroforeze proteini najprije prolaze 

kroz gel za sabijanje (30 % akrilamid/bis-akrilamid (29 : 1) (4 % v/v)),  a zatim se razdvajaju u 

električnom polju na temelju njihove molekularne mase u gelu za razdvajanje (30 % 

akrilamid/bis-akrilamid (29 : 1) (10 % v/v)). Za izvedbu okomite diskontinuirane SDS-PAGE 

elektroforeze korištena je aparatura Mini Protean II Cell (BioRad, Hercules, CA, SAD) uz 

konstantan napon od 100 V tijekom 2 sata i PAGE-pufer (25 mM Tris, 0,2 M glicin, 1 % SDS) 

u kojemu su bili potopljeni gelovi. Nakon elektroforetskog razdvajanja proteina na temelju 

molekularne mase, razdvojeni proteini na gelu elektroforetski su preneseni na hidrofobnu 

sintetsku PVDF membranu Immobilon-P (Millipore, Bedford, MA, SAD) u aparaturi za tzv. 

mokri prijenos Mini Trans-Blot Cell (BioRad, Hercules, CA, SAD), uz konstantan napon od 

100 V tijekom 2 sata i tzv. transfer-pufer (15,6 mM Tris, 120 mM glicin, 20 % metanol). 

Provjera uspješnosti prijenosa proteina s gela na PVDF membranu obavljena je bojenjem 

membrane u otopini Coomassie blue (Coomassie Brilliant Blue G-250 (0,1 % m/v) u smjesi 

metanola, deH2O i octene kiseline (5v : 4v : 1v)), a potom je isprana u otopini za odbojavanje 

(metanol, deH2O, octena kiselina (5v : 4v : 1v)) te isprana u deH2O kako bi se uklonila kisela 

otopina za odbojavanje. Nespecifično vezanje protutijela spriječeno je inkubacijom PVDF 

membrane u otopini za blokiranje (20 mM Tris/HCl, 150 mM NaCl, Triton X-100 (1 % v/v), 

nemasno mlijeko u prahu 5 % (m/v), pH 7,4) tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi. Ovako 

obezbojene i blokirane PVDF membrane dalje su namakane u otopini primarnog protutijela 

(razrijeđenog u otopini za blokiranje) preko noći uz miješanje na 4 ºC, zatim su višekratno 

isprane u otopini za blokiranje tijekom 1 sata na sobnoj temperaturi, nakon čega je slijedilo 

namakanje tijekom 1 sata u otopini sekundarnog protutijela na sobnoj temperaturi. Korištena 

primarna i sekundarna protutijela te njihova razrjeđenja prikazana su u tablici 2. Sekundarna 

protutijela korištena za western-analizu su u kompleksu s alkalnom fosfatazom (AP). 

Optimalna razrjeđenja svakoga protutijela ispitana su u prethodnim pokusima. Sekundarno 

protutijela isprano je s otopinom za blokiranje tijekom 30 minuta na sobnoj temperaturi i u 

PBS-u tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi. Imunodetekcija proteinskih pruga na PVDF 

membrani postignuta je kolorimetrijskom reakcijom dodavanjem kromogenih supstrata BCIP i 

NBT alkalnoj fosfatazi kojom na mjestu vezanja protutijela dolazi do enzimske reakcije čiji je 

produkt smeđo-ljubičasto obojenje (MIKOČ, 2007). Jačina obojenja proteinskih pruga 
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razmjerna je količini prisutnog antigena, što omogućuje denzitometrijsku analizu sadržaja 

antigena u uzorcima. 

 

Dobivene proteinske pruge na PVDF membranama skenirane su i njihova je gustoća 

denzitometrijski izmjerena i analizirana pomoću slobodno dostupnog programa ImageJ (NIH, 

Bethesda, SAD).  

 

 

Tablica 2. Primarna i sekundarna protutijela korištena za western-analizu. 

Prijenosnik 
Proizvođač primarnog 

protutijela 

Razrjeđenje 

primarnog 

protutijela 

Sekundarno 

protutijelo  

Razrjeđenje 

sekundarnog 

protutijela 

Na/K-ATPaza 
Santa Cruz Biotechnology, 

SAD 
1 : 1000 GAM-AP 1 : 1000 

SGLT1 

Institut za anatomiju i 

biologiju stanice, Sveučilište u 

Würzburgu, Njemačka 

1 : 200 GAR-AP 1 : 500 

GLUT2 
Santa Cruz Biotechnology, 

SAD 
1 : 500 BAG-AP 1 : 500 

 

 

4.4.3. Analiza lančanom reakcijom polimeraze 

 

4.4.3.1. Uzorkovanje i izdvajanje ukupne RNK 

 

Nakon uzorkovanja komadića tkiva, prosječne mase 20 mg, iz središnjeg dijela 

duodenuma, jejunuma i ileuma, te ispiranja u hladnom PBS-u u tri niza, uzorci su pohranjeni u 

otopinu RNAlater (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) na -18 ºC do kako bi se očuvala 

cjelovitost RNK do daljnje upotrebe. 

 

Sluznica uzoraka crijeva ručno je odvojena od stijenke crijeva i korištena za daljnje 

izdvajanje RNK. Ukupna stanična RNK iz tkiva izdvojena je upotrebom otopine RNAisoPlus 

(Takara Bio Inc., Otsu, Japan) prema uputama proizvođača. Izdvojena RNK pročišćena je 

upotrebom komercijalnog kita za pročišćivanje RNK RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
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Njemačka). Čistoća izdvojene RNK i njezina koncentracija određene su mjerenjem optičke 

gustoće na valnoj dužini od 260 i 280 nm na mikrovolumenskom spektrofotometru BioSpec-

nano (Shimadzu, Kyoto, Japan). Cjelovitost izdvojene RNK i moguće onečišćenje s DNK 

molekulama provjereni su horizontalnom elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu 

(SeaKem® LE Agarose, Lonza, Rockland, ME, SAD) koji je sadržavao boju za nukleinske 

kiseline GelStar™ (Lonza, Rockland, ME, SAD). Gelovi su osvijetljeni UV-transiluminatorom 

Safe Imager™ (Invitrogen, San Jose, CA, SAD) i fotografirani digitalnim fotoaparatom 

(Uvitec, Cambridge, UK). Izdvojena i pročišćena RNK pohranjena je na -80 ºC do daljnje 

upotrebe. 

 

4.4.3.2. Reakcija obrnutog prepisivanja 

 

Reakcija obrnutog prepisivanja (engl. reverse transcription, RT), tj. sinteza cDNK, 

izvedena je u ukupnom volumenu od 20 µL koristeći komercijalnu reverznu transkriptazu virusa 

mišje leukemije (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, M-MLV RT) 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD) prema uputama proizvođača. Ukupna stanična RNK (2 µg) 

denaturirana je na 65 ºC tijekom 5 minuta u reakcijskoj smjesi koja je sadržavala 0,4 µg 

nasumičnih početnica Random Hexamers (Qiagen, Hilden, Njemačka) i 0,5 mM dNTP smjese, 

odnosno smjese koja sadržava jednak maseni udio sva četiri deoksinukleotid-trifosfata (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD). Denaturirani uzorci RNK naglo su 

ohlađeni na ledu te im je dodan ostatak reakcijske smjese, koji sadržava 1x pufer za RT, 10 mM 

ditiotreitola (DTT) i 40 jedinica inhibitora ribonukleaza RNaseOUT™ (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, SAD) i inkubirani su na 37 ºC tijekom 2 minute. Na kraju je reakcijskoj smjesi dodano 200 

jedinica M-MLV RT te je sparivanje početnica započelo inkubacijom na sobnoj temperaturi 

tijekom 10 minuta, a zatim se na 37 ºC tijekom 50 minuta odvijala sinteza prvog lanca cDNK. 

Nakon završetka sinteze cDNK reakcijska je smjesa zagrijana na 70 ºC tijekom 15 minuta čime 

se inaktivirala M-MLV RT. Uz svaku RT reakciju provođena je i negativna kontrolna reakcija 

bez ukupne stanične RNK, uz isti volumen čiste vode bez ribonukleaza i deoksiribonukleaza, 

kako bi se provjerila moguća kontaminacija DNK molekulama. Dobivena cDNK pohranjena je 

na -18 ºC do daljnje upotrebe. 
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4.4.3.3. Lančana reakcija polimerazom 

 

Lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction, PCR) izvedena je u 

ukupnom volumenu od 25 µL. PCR reakcijska smjesa sadržavala je 1 µL (100 ng) cDNK, 1 µL 

(0,4 µM) specifičnih početnica, 12,5 µL 2x EmeraldAmp® MAX HS PCR Master Mix (Takara 

Bio Inc., Otsu, Japan) i 10,5 µL čiste vode bez ribonukleaza i deoksiribonukleaza.  

 

Sljedovi specifičnih početnica dobiveni su pomoću slobodno dostupnog programa 

Primer3 (http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi), nakon pronalaženja 

određenih nukleotidnih sekvencija u računalnoj bazi Nacionalnog centra za biotehnološke 

informacije (engl. National Center for Biotechnology Information, NCBI) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov). Obilježja samih početnica dodatno su utvrđena slobodno 

dostupnim programom Oligonucleotide Properties Calculator 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html). Sve korištene početnice (Metabion 

International AG, Planegg, Njemačka) i veličine PCR produkata navedene su u tablici 3.  

 

PCR reakcija sastoji se od tri dijela. U prvoj fazi dolazi do denaturacije DNK molekule, 

u drugoj fazi do sparivanja početnica, a u trećoj fazi do produljivanja DNK lanca. Nakon 

određivanja optimalne temperature za pojedine faze PCR reakcije i broja ciklusa, korišteni su 

sljedeći uvjeti: denaturacija 10 sekundi na 98 ºC, sparivanje početnica 30 sekundi na 60 ºC te 

produžavanje DNK lanca na 72 ºC tijekom 45 sekundi u 30 ciklusa za SGLT1 i GLUT2 i 

denaturacija 10 sekundi na 98 ºC, sparivanje početnica 30 sekundi na 59 ºC te produžavanje 

DNK lanca na 72 ºC tijekom 45 sekundi u 30 ciklusa za Na/K-ATPazu i 28 ciklusa za 

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (engl. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 

GAPDH, EC 1.2.1.12). Početna denaturacija na 94 ºC tijekom 3 minute i završno produžavanje 

lanca DNK na 72 ºC tijekom 10 minuta bilo je zajedničko svim PCR reakcijama. Uz svaku PCR 

reakciju provođena je i negativna kontrolna reakcija bez cDNK, uz isti volumen čiste vode bez 

ribonukleaza i deoksiribonukleaza. PCR produkti nisu uočeni ni u negativnim kontrolama od 

RT reakcije ni u negativnim kontrolama PCR smjesa (nije prikazano na slikama). 

 

PCR produkti razdvojeni su horizontalnom elektroforezom na 1,5 %-tnom agaroznom 

gelu s dodatkom GelStar™ boje za nukleinske kiseline te osvijetljeni UV-transiluminatorom i 

fotografirani digitalnim fotoaparatom. Denzitometrijskim mjerenjem pruga na agaroznom gelu 
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pomoću programa ImageJ utvrđeni su relativni odnosi intenziteta dobivenih pruga za Na/K-

ATPazu, SGLT1 i GLUT2 naspram pruga referentnog gena GAPDH. 

 

 

Tablica 3. Oligonukleotidni sljedovi početnica korištenih u PCR reakcijama   

Geni 
Nukleotidni slijed 

(5̓-3̓) 

Položaj i registracijski 

broj u bazi podataka 

Veličina 

PCR 

produkta 

(pb) 

Na/K-ATPaza 
GAGCATGGCGACAAAAAGAA 

TTGAATGCCATAGGCCAAGA 

82-101 

362-381 

NM_214249.1 

300 

SGLT1 
GGCTGGACGAAGTATGGTGT 

TGAATATGGCCCCAGAGAAG 

188-207 

494-513 

NM_001164021.1 

326 

GLUT2 
GCCAGCTGTTCTCCAATCTC 

AACAGGTTGGCTGATTCCAG 

682-701 

999-1018 

NM_001097417.1 

337 

GAPDH 
CCAGAACATCATCCCTGCTT 

AGCTTGACGAAGTGGTCGTT 

703-722 

1004-1023 

NM_001206359.1 

321 

 

 

4.5.  Prikaz i statistička obrada podataka 

 

Podatci dobiveni imunohistokemijskom, western-analizom i analizom lančane reakcije 

polimerazom prikazani su reprezentativnim nalazom za 4 nezavisna uzorka u skupini. 

Denzitometrijska mjerenja napravljena su na tri različita mjesta na proteinskim prugama i na 

prugama PCR produkata te su uprosječena za svaki uzorak posebno i prikazana kao relativne 

vrijednosti naspram gustoće najjače pruge (vrijednost = 1) izmjerene u kontrolnoj skupini 

uzoraka. Brojčani podatci prikazani su kao srednja vrijednost ± standardna pogreška. Statistička 

analiza dobivenih rezultata istraživanja obrađena je metodom deskriptivne statistike, a 

ispitivanje značajnosti razlika između i unutar skupina, ovisno o normalnosti raspodjele 

vrijednosti svojstava, Studentovim t-testom, Mann-Whitneyevim U-testom ili pomoću analize 

varijance (ANOVA) na razini vjerodostojnosti p ˂ 0,05, upotrebom računalnog programa 

Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).  
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5.1. Određivanje optimalnih uvjeta za upotrebu protutijela razvijenih protiv Na/K-

ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom crijevu svinje 

 

Kako bi se provjerila specifičnost i postigla što veća učinkovitost obilježavanja 

specifičnim protutijelima protiv Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2, ispitani su optimalni uvjeti 

za imunohistokemijske metode i western-analizu u tankom crijevu svinje.   

 

5.1.1. Protutijelo protiv Na/K-ATPaze 

 

Ispitivanje optimalnih uvjeta i postupaka otkrivanja antigena za imunohistokemijsku 

metodu na tkivnim narescima duodenuma, jejunuma i ileuma pokazalo je da protutijelo protiv 

Na/K-ATPaze najbolje rezultate daje kuhanjem u mikrovalnoj pećnici u citratnom puferu pH-

vrijednosti 6,0. Prilikom provjere optimalnih koncentracija za primarno protutijelo protiv 

Na/K-ATPaze i sekundarnog DAM-CY3 protutijela, najspecifičnije bojenje s minimalnim 

pozadinskim bojenjem preparata bilo je prilikom korištenja razrjeđenja 1 : 400 i za primarno i 

za sekundarno protutijelo. Na tkivnim narescima jejunuma svinje (slike 5A i 5B) protutijelo 

protiv Na/K-ATPaze označilo je bazolateralne membrane enterocita, ali i bazolateralne 

membrane vrčastih stanica, dok je četkasta membrana ostala neobilježena. Lamina proprija 

crijevnih resica ostala je također neobilježena. Stanicama u kriptama jejunuma označene su 

bazolateralne membrane. Kada je sekundarno protutijelo korišteno bez prethodne inkubacije 

primarnim protutijelom, izostalo je bojenje bazolateralnih membrana enterocita, ali i vrčastih 

stanica i stanica u kriptama (slika 5C).  

 

Uvjeti za western-analizu rađeni su u USM-u enterocita jejunuma kao središnjeg dijela 

tankog crijeva s očekivanom izraženošću Na/K-ATPaze. Za western-analizu uzorci USM-a 

denaturirani su zagrijavanjem na različitim temperaturama bez reducirajućih uvjeta (-β-ME) ili 

u reducirajućim uvjetima (+β-ME). Uzorci pripremljeni bez β-ME i pri svim temperaturama 

pokazali su slabu ili nikakvu proteinsku prugu od ~100 kDa, što odgovara proteinu Na/K-

ATPaze. U reducirajućim uvjetima, uz dodatak β-ME, protutijelo protiv Na/K-ATPaze je pak 

ovisno o temperaturi dobro obilježilo proteinsku prugu od ~100 kDa u USM-u enterocita 

jejunuma (slika 5D). U uzorku jejunuma proteinska pruga bila je najsnažnija nakon obrade 

USM-a pri 65 ºC tijekom 15 minuta. Inkubacija uzoraka samo u sekundarnom protutijelu, bez 

prethodne inkubacije u primarnom protutijelu protiv Na/K-ATPaze, nije pokazala specifičnu 

proteinsku prugu. Navedeni optimalni uvjeti korišteni su u svim daljnjim pokusima.  
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Slika 5. Imunohistokemijska karakterizacija protutijela protiv Na/K-ATPaze u jejunumu svinje. 

Protutijelo je u jejunumu obilježilo bazolateralne membrane enterocita (A i B, strelica), stanica 

u kriptama (A, zvjezdice) i vrčastih stanica (A, vršci strelica). Inkubacija tkivnih narezaka samo 

u sekundarnom protutijelu nije pokazala specifično bojenje (C). Uvjeti za western-analizu 

rađeni u USM enterocita jejunuma s vidljivom proteinskom prugom od ~100 kDa koja 

odgovara Na/K-ATPazi (D). 
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5.1.2. Protutijelo protiv SGLT1  

 

Poput Na/K-ATPaze, ispitivanje optimalnih uvjeta i postupaka otkrivanja antigena za 

imunohistokemijsku metodu na tkivnim narescima duodenuma, jejunuma i ileuma pokazalo je 

da protutijelo protiv SGLT1 najbolje rezultate daje termičkom obradom u mikrovalnoj pećnici 

u citratnom puferu pH-vrijednosti 6,0. Provjerom optimalnih koncentracija za primarno 

protutijelo protiv SGLT1 i sekundarnog GAR-CY3 protutijela utvrđeno je najspecifičnije 

bojenje tkivnih narezaka prilikom korištenja razrjeđenja 1 : 200 za primarno protutijelo i 1 : 

500 za sekundarno protutijelo. Na tkivnim narescima jejunuma svinje protutijelo protiv SGLT1 

označilo je četkaste membrane enterocita, dok su vršne membrane vrčastih stanica, stanice u 

kriptama, ali i lamina proprija crijevnih resica ostale neobilježene (slike 6A i 6C). Tkivni 

naresci jejunuma inkubirani samo sa sekundarnim protutijelom nisu pokazivali nikakvo bojenje 

(slika 6B). 

 

Uvjeti za western-analizu rađeni su u USM-u enterocita jejunuma gdje je očekivana 

najjača izraženost SGLT1 u svinja (VAN DER WIELEN i sur., 2014). Uzorci USM-a enterocita 

jejunuma denaturirani su zagrijavanjem na različitim temperaturama bez reducirajućih uvjeta 

ili u njima. Slično kao i kod Na/K-ATPaze, uzorci pripremljeni bez β-ME i pri svim 

temperaturama nisu pokazali proteinsku prugu od ~75 kDa, što odgovara proteinu SGLT1. 

Pripremom USM-a enterocita jejunuma u reducirajućim uvjetima, uz dodatak β-ME, protutijelo 

protiv SGLT1 je jasno, iako slabog intenziteta, obilježilo proteinsku prugu od ~75 kDa (slika 

6D). U uzorku jejunuma proteinska pruga koja odgovara SGLT1 bila je najizraženija nakon 

obrade USM-a pri 65 ºC tijekom 15 minuta. Inkubacija uzoraka samo u sekundarnom 

protutijelu nije pokazala specifičnu proteinsku prugu za SGLT1. Navedeni optimalni uvjeti 

korišteni su u daljnjim pokusima s protutijelom protiv SGLT1. 
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Slika 6. Imunohistokemijska karakterizacija protutijela protiv SGLT1 u jejunumu svinje. 

Protutijelo je u jejunumu obilježilo četkaste membrane enterocita (A i C, strelica), dok stanice 

u kriptama (C, zvjezdice) i vrčaste stanice (A, vršci strelica) nisu pokazale vidljivu 

fluorescenciju. Inkubacija tkivnih narezaka samo u sekundarnom protutijelu nije pokazala 

specifično bojenje (B). Uvjeti za western-analizu rađeni u USM-u enterocita jejunuma s 

vidljivom proteinskom prugom od ~75 kDa koja odgovara SGLT1 (D). 
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5.1.3. Protutijelo protiv GLUT2  

 

 Protutijelo protiv GLUT2, isto kao i protutijelo protiv Na/K-ATPaze i SGLT1, nakon 

ispitivanja optimalnih uvjeta i postupaka otkrivanja antigena za imunohistokemijsku metodu na 

tkivnim narescima duodenuma, jejunuma i ileuma pokazalo je najbolje bojenje kuhanjem u 

mikrovalnoj pećnici u citrantnom puferu pH-vrijednosti 6,0. Provjerom optimalnih 

koncentracija primarnog protutijela protiv GLUT2 i sekundarnog DAG-CY3, uočeno je 

najspecifičnije bojenje prilikom razrjeđenja 1 : 200 za primarno protutijelo i 1 : 400 za 

sekundarno protutijelo. Na tkivnim narescima jejunuma svinje (slike 7A i 7B) protutijelo protiv 

GLUT2 označilo je bazolateralne membrane enterocita, dok četkaste membrane enterocita nisu 

označene. Lamina proprija crijevnih resica, kao i stanice u kriptama nisu označene. Inkubacija 

u sekundarnom protutijelu, bez prethodne inkubacije u primarnom protutijelu, nije pokazala 

specifično bojenje na tkivnim narescima (slika 7C). 

 

Na USM-u enterocita jejunuma rađeni su uvjeti za western-analizu zbog očekivane 

najjače izraženosti (ZUO i sur., 2010), koji su zatim denaturirani zagrijavanjem kroz određeni 

period na različitim temperaturama bez reducirajućih uvjeta ili u njima. Iako je protutijelo protiv 

GLUT2 obilježilo proteinske pruge, očekivanu na ~60 kDa i dodatnu deglikoziliranu na ~35 

kDa, i bez i s dodatkom β-ME, proteinske pruge bez β-ME nejasnog su obrisa. U reducirajućim  

uvjetima proteinske pruge na ~60 kDa i ~35 kDa jasnijeg su izgleda u USM-u jejunuma (slika 

7D). U uzorku jejunuma proteinska pruga bila je najjasnija nakon obrade USM-a pri 65 ºC 

tijekom 15 minuta. Inkubacija uzoraka samo sekundarnim protutijelom nije pokazala specifičnu 

proteinsku prugu za GLUT2.  
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Slika 7. Imunohistokemijska karakterizacija protutijela protiv GLUT2 u jejunumu svinje. 

Protutijelo je u jejunumu obilježilo bazolateralne membrane enterocita (A i B, strelica), dok 

stanice u kriptama (B, zvjezdice) nisu pokazale vidljivu fluorescenciju. Inkubacija tkivnih 

narezaka samo u sekundarnom protutijelu nije pokazala specifično bojenje (C). Uvjeti za 

western-analizu rađeni u USM-u enterocita jejunuma s vidljivom proteinskom prugom od ~60 

kDa koja odgovara GLUT2 i dodatnom deglikoliziranom proteinskom prugom od ~35 kDa (D). 
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5.2. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 u tankom crijevu svinje 

 

5.2.1. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na proteinskoj razini 

 

U tkivnim narescima duodenuma (slika 8) i jejunuma (slika 9) vidljive su spolne razlike 

u izraženosti proteina Na/K-ATPaze na bazolateralnim membranama enterocita, ali i u 

stanicama u kriptama crijeva, dok spolna razlika nije uočena na bazolateralnim membranama 

enterocita u ileumu (slika 10). 

 

Bazolateralne membrane enterocita u duodenumu mužjaka (slika 8A) pokazuju znatno 

slabiji intenzitet fluorescencije nego u ženki (slika 8B) i kastriranih mužjaka (slika 8C). U 

usporedbi s intenzitetom fluorescencije bazolateralnih membrana enterocita duodenuma kod 

ženki, intenzitet fluorescencije bazolateralnih membrana kod kastriranih ženki (slika 8D) bio je 

slabiji. Western-analizom potvrđen je nalaz imunohistokemijskom metodom. Proteinske pruge 

od ~100 kDa, koje odgovaraju Na/K-ATPazi, u USM iz enterocita duodenuma ženki (slika 8E) 

i kastriranih mužjaka (slika 8F) bile su jače nego u mužjaka te je denzitometrijskim mjerenjem 

proteinskih pruga utvrđena statistički značajna razlika u korist ženki, pri čemu su vrijednosti u 

ženki otprilike 3,5 puta veće, i kastriranih mužjaka, kod kojih su vrijednosti otprilike tri puta 

veće nego vrijednosti u mužjaka. Proteinske pruge od ~100 kDa iz USM-a enterocita 

duodenuma ženki bile su jače izražene nego u kastriranih ženki (slika 8G) te je 

denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga utvrđena statistički značajna razlika u korist 

ženki, pri čemu su vrijednosti u ženki otprilike 2,5 puta veće nego vrijednosti u kastriranih 

ženki. 

 

Na tkivnim narescima jejunuma bazolateralne membrane enterocita  mužjaka (slika 9A) 

pokazivale su blago slabiji intenzitet fluorescencije nego u ženki (slika 9B) i značajno slabiji 

intenzitet fluorescencije nego u kastriranih mužjaka (slika 9C). Razlika u intenzitetu 

fluorescencije između ženki i kastriranih ženki (slika 9D) nije uočena. Proteinske pruge od ~100 

kDa iz USM-a enterocita mužjaka i ženki (slika 9E) nisu pokazivale razlike u jačini izražaja, 

što je i potvrđeno denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga. Uočljiva razlika u jačini 

izražaja proteinskih pruga uočena je između mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 9F) u korist 

kastriranih mužjaka te je statistički značajna razlika potvrđena i denzitometrijskim mjerenjem 

proteinskih pruga kojim su utvrđene vrijednosti u kastriranih mužjaka otprilike 3,5 puta veće 

nego u mužjaka. Izostanak razlike u intenzitetu fluorescencije bazolateralnih membrana 
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enterocita između ženki i kastriranih ženki odrazila se i na izostanak razlike u jačini izražaja 

proteinskih pruga koja je potvrđena i denzitometrijskim mjerenjem (slika 9G). 

 

Razlike u intenzitetu fluorescencije bazolateralnih membrana enterocita na tkivnim 

narescima ileuma nisu uočljive između mužjaka (slika 10A), ženki (slika 10B) i kastriranih 

mužjaka (slika 10C), dok je intenzitet fluorescencije u kastriranih ženki (slika 10D) neznatno 

slabiji nego u ženki. Western-analizom USM-a enterocita ileuma potvrđen je 

imunohistokemijski nalaz. Izostanak razlika u jačini proteinskih pruga od ~100 kDa uočen je 

između mužjaka i ženki (slika 10E), potvrđen i denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga, 

te između mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 10F), također potvrđen denzitometrijskim 

mjerenjem proteinskih pruga. Neznatno slabiji intenzitet fluorescencije bazolateralnih 

membrana enterocita, uočen kod kastriranih ženki, potvrđen je western-analizom kojom je 

vidljivo da je jačina proteinskih pruga jača kod ženki nego u kastriranih ženki, i to otprilike dva 

puta (slika 10G). 
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Slika 8. Spolne razlike u izraženosti proteina Na/K-ATP-aze u duodenumu svinje. Protutijelo 

protiv Na/K-ATPaze slabije je obilježilo bazolateralne membrane enterocita mužjaka (A) nego 

u ženki (B) i kastriranih mužjaka (C), dok je kod ženki jače obilježilo nego u kastriranih ženki 

(D). Proteinske pruge od ~100 kDa dobivene western-analizom slabije su izražene u mužjaka 

nego u ženki (E) i kastriranih mužjaka (F), dok su ženke imale jače izraženu proteinsku prugu 

nego kastrirane ženke (G). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 
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Slika 9. Spolne razlike u izraženosti proteina Na/K-ATP-aze u jejunumu svinje. Protutijelo 

protiv Na/K-ATPaze blago je slabije obilježilo bazolateralne membrane enterocita mužjaka (A) 

nego u ženki (B) i kastriranih mužjaka (C), dok između ženki i kastriranih ženki (D) nije uočena 

razlika u fluorescenciji. Proteinske pruge od ~100 kDa, dobivene western-analizom, ne 

pokazuju razliku u jačini između mužjaka i ženki (E) te ženki i kastriranih ženki (G). Značajno 

slabiju jačinu proteinskih pruga imali su mužjaci u usporedbi s kastriranim mužjacima (F). 

Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 
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Slika 10. Spolne razlike u izraženosti proteina Na/K-ATP-aze u ileumu svinje. Jačina 

fluorescencije Na/K-ATPaze u ileumu nije pokazala razlike između mužjaka (A), ženki (B) i 

kastriranih mužjaka (C), dok je između ženki i kastriranih ženki (D) uočena blaga razlika u 

fluorescenciji u korist ženki. Proteinske pruge od ~100 kDa, dobivene western-analizom, ne 

pokazuju razliku u jačini između mužjaka i ženki (E) te mužjaka i kastriranih mužjaka (F). 

Značajno jaču izraženost proteinskih pruga imale su ženke u usporedbi s kastriranim ženkama 

(G). Zvjezdica (*) p ˂ 0,05. 
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5.2.2. Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na proteinskoj razini 

 

U tkivnim narescima duodenuma (slika 11), jejunuma (slika 12) i ileuma (slika 13) nisu 

uočljive izražene spolne razlike u izraženosti proteina SGLT1 na četkastim membranama 

enterocita. 

 

 Četkaste membrane enterocita u duodenumu mužjaka (slika 11A) pokazuju blago slabiji 

intenzitet fluorescencije nego u ženki (slika 11B) i kastriranih mužjaka (slika 11C), dok je 

intenzitet fluorescencije četkastih membrana enterocita ženki blago jači nego u kastriranih 

ženki (slika 11D). Western-analizom USM-a enterocita duodenuma utvrđeno je da unatoč 

blagoj razlici u intenzitetu fluorescencije četkastih membrana enterocita između mužjaka i 

ženki te mužjaka i kastriranih mužjaka, proteinske pruge od ~75 kDa, koje odgovaraju SGLT1, 

ne pokazuju razlike u jačini između mužjaka i ženke (slika 11E) te mužjaka i kastriranih 

mužjaka (slika 11F). Iako su proteinske pruge od ~75 kDa bile vrlo slabog intenziteta u svim 

uzorcima iz USM-a enterocita duodenuma, denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga nije 

dokazana razlika u jačini proteinskih pruga između mužjaka i ženki te mužjaka i kastriranih 

mužjaka. Iako blaga, ali uočljiva razlika između ženki i kastriranih ženki u jačini proteinskih 

pruga od ~75 kDa u korist ženki (slika 11G), denzitometrijsko mjerenje proteinskih pruga 

pokazalo je statistički značajnu razliku u korist ženki, koje su imale otprilike 1,5 puta jaču 

izraženost. 

 

Na tkivnim narescima jejunuma, četkaste membrane enterocita  mužjaka (slika 12A) ne 

pokazuju razliku u intenzitetu fluorescencije naspram ženki (slika 12B), dok je intenzitet 

fluorescencije kod mužjaka blago slabiji nego u kastriranih mužjaka (slika 12C). Razlika u 

intenzitetu fluorescencije između ženki i kastriranih ženki (slika 12D) nije uočena. Jačine 

proteinskih pruga od ~75 kDa, dobivene western-analizom USM-a enterocita jejunuma, ne 

pokazuju uočljivu razliku između skupina (slike 12E – 12G). Denzitometrijskim mjerenjem 

proteinskih pruga potvrđeno je da nema statistički značajne razlike u jačini proteinskih pruga 

između skupina. 

 

Jačina fluorescencije na četkastim membranama na tkivnim narescima ileuma mužjaka 

(slika 13A) pokazuje blago jači intenzitet nego u ženki (slika 13B), dok razlike u intenzitetu 

fluorescencije između mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 13C) te ženki i kastriranih ženki 

(slika 13D) nisu vidljive. Western-analizom USM-a enterocita ileuma potvrđen je 
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imunohistokemijski nalaz. Proteinske pruge od ~75 kDa, koje odgovaraju proteinu SGLT1, u 

uzorcima USM-a ileuma bile su općenito jačeg izražaja od proteinskih pruga USM-a 

duodenuma i ileuma. Proteinske pruge od ~75 kDa u mužjaka otprilike su 1,5 puta jače izražene 

nego u ženki (slika 13E), što je i potvrđeno denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga. 

Uočljive razlike u jačini proteinskih pruga između mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 13F) te 

ženki i kastriranih ženki (slika 13G) nema, što je i potvrđeno denzitometrijskim mjerenjima 

proteinskih pruga. 
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Slika 11. Spolne razlike u izraženosti proteina SGLT1 u duodenumu svinje. Jačina 

fluorescencije SGLT1 u duodenumu nije pokazala razlike između mužjaka (A), ženki (B) i 

kastriranih mužjaka (C), dok je između ženki i kastriranih ženki (D) uočena blaga jača 

fluorescencija u korist ženki. Proteinske pruge od ~75 kDa, dobivene western-analizom, ne 

pokazuju razliku u jačini između mužjaka i ženki (E) te mužjaka i kastriranih mužjaka (F). 

Značajno jaču izraženost proteinskih pruga imale su ženke u usporedbi s kastriranim ženkama 

(G). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01.  
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Slika 12. Spolne razlike u izraženosti proteina SGLT1 u jejunumu svinje. Jačina fluorescencije 

SGLT1 u jejunumu nije pokazala razlike između mužjaka (A), ženki (B), kastriranih mužjaka 

(C) i kastriranih ženki (D). Proteinske pruge od ~75 kDa, dobivene western-analizom, ne 

pokazuju razliku u jačini između skupina (E – G).  
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Slika 13. Spolne razlike u izraženosti proteina SGLT1 u ileumu svinje. Jačina fluorescencije 

SGLT1 u ileumu u mužjaka (A) bila je blago jača nego u ženki (B). Kastracija nije imala 

utjecaja na jačinu fluorescencije (C i D). Proteinske pruge od ~75 kDa, dobivene western-

analizom, pokazuju jedino razliku u jačini između mužjaka i ženki (E) u korist mužjaka, dok 

kastracija, kao i u imunohistokemiji, nije imala utjecaja (F i G). Zvjezdica (*) p ˂ 0,05. 
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5.2.3. Spolne razlike u izraženosti GLUT2 na proteinskoj razini 

 

U tkivnim narescima duodenuma (slika 14) i jejunuma (slika 15) uočljive su spolne 

razlike u izraženosti proteina GLUT2 na bazolateralnim membranama enterocita, dok spolne 

razlike nisu uočene na tkivnim narescima ileuma (slika 16). 

 

Na tkivnim narescima duodenuma mužjaka (slika 14A) bazolateralne membrane 

pokazuju slabiji intenzitet fluorescencije nego u ženki (slika 14B) i kastriranih mužjaka (slika 

14C), dok je intenzitet fluorescencije bazolateralnih membrana ženki jači nego u kastriranih 

ženki (slika 14D). Jačina proteinskih pruga od ~60 kDa i ~35 kDa, što odgovara proteinu 

GLUT2, dobivenih western-analizom USM-a enterocita duodenuma mužjaka, vidljivo su 

slabije izraženi od proteinskih pruga ženki (slika 14E) te je denzitometrijskim mjerenjem jačine 

proteinskih pruga utvrđeno da je izraženost u mužjaka dva puta slabija nego u ženki. Proteinske 

pruge iz USM-a enterocita duodenuma mužjaka slabije su izražene i od proteinskih pruga 

kastriranih mužjaka (slika 14F), i to za otprilike 1,5 puta. Proteinske pruge od ~60 kDa i ~35 

kDa ženki jače su izražene nego u kastriranih ženki (slika 14G) za 1,5 puta, što je potvrđeno i 

denzitometrijskim mjerenjem.  

 

Slično nalazu u duodenumu, u jejunumu su bazolateralne membrane na tkivnim 

narescima mužjaka (slika 15A) pokazale slabiji intenzitet fluorescencije nego u ženki (slika 

15B) i kastriranih mužjaka (slika 15C), dok su ženke pak imale jači intenzitet fluorescencije 

nego kastrirane ženke (slika 15D). Jačine proteinskih pruga od ~60 kDa i ~35 kDa u mužjaka 

slabije su bile izražene nego u ženki (slika 15E) i kastriranih mužjaka (slika 15F). 

Denzitometrijskim mjerenjem izraženosti proteinskih pruga utvrđeno je da je izraženost u 

mužjaka manja otprilike 1,3 puta nego u ženki i 1,5 puta nego u kastriranih mužjaka. Jačina 

proteinskih pruga dobivenih western-analizom USM-a enterocita jejunuma ženki jača je nego 

u kastriranih ženki (slika 15G), i to za otprilike 1,8 puta. 

 

Spolne razlike u intenzitetu fluorescencije bazolateralnih membrana na tkivnim 

narescima ileuma nisu uočene između skupina (slika 16A – 16D). Proteinske pruge od ~60 kDa 

i ~35 kDa dobivene western-analizom iz USM-a enterocita ileuma također ne pokazuju uočljivu 

razliku u izraženosti među skupinama (slike 16E – 16G), što je i potvrđeno denzitometrijskim 

mjerenjem proteinskih pruga.  
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Slika 14. Spolne razlike u izraženosti proteina GLUT2 u duodenumu svinje. Protutijelo protiv 

GLUT2 slabije je obilježilo bazolateralne membrane enterocita mužjaka (A) nego u ženki (B) 

i kastriranih mužjaka (C), dok je kod ženki jače obilježilo nego u kastriranih ženki (D). 

Proteinske pruge od ~60 kDa i ~35 kDa, dobivene western-analizom, slabije su izražene u 

mužjaka nego u ženki (E) i kastriranih mužjaka (F), dok su ženke imale jače izraženu proteinsku 

prugu nego kastrirane ženke (G). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01.  
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Slika 15. Spolne razlike u izraženosti proteina GLUT2 u jejunumu svinje. Protutijelo protiv 

GLUT2 slabije je obilježilo bazolateralne membrane enterocita mužjaka (A) nego u ženki (B) 

i kastriranih mužjaka (C), dok je kod ženki jače obilježilo nego u kastriranih ženki (D). 

Proteinske pruge od ~60 kDa i ~35 kDa, dobivene western-analizom, slabije su izražene u 

mužjaka nego u ženki (E) i kastriranih mužjaka (F), dok su ženke imale jače izraženu proteinsku 

prugu nego kastrirane ženke (G). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. Zvjezdica (*) p ˂ 0,05. 
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Slika 16. Spolne razlike u izraženosti proteina GLUT2 u ileumu svinje. Protutijelo protiv 

GLUT2 nije pokazalo razliku u obilježavanju bazolateralnih membrana enterocita mužjaka (A) 

i ženki (B), dok je kod kastriranih mužjaka (C) bila jača nego u mužjaka, a u ženki jača nego u 

kastriranih ženki (D). Proteinske pruge od ~60 kDa i ~35 kDa, dobivene western-analizom, bile 

su podjednako izražene u mužjaka i ženki (E), dok je izraženost kod kastriranih mužjaka (F) 

bila jača nego u mužjaka i ženki nego u  kastriranih ženki (G). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 
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5.2.4. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK 

 

 Iako su spolne razlike u izraženosti proteina Na/K-ATPaze u korist ženki jasno izražene 

u duodenumu svinje, PCR analiza provedena na uzorcima cDNK dobivenih iz duodenuma nije 

pokazala sličan obrazac spolnih razlika (slike 17A – 17C). Denzitometrijskim mjerenjem pruga 

PCR produkata na agaroznom gelu od ~300 pb, što odgovara veličini PCR produkta Na/K-

ATPaze, nisu utvrđene spolne razlike.   

 

 Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK uočene su u jejunumu 

svinje. Pruge PCR produkata od ~300 pb bile su jače izražene u mužjaka nego u ženki (slika 

18A) i kastriranih mužjaka (slika 18B). Denzitometrijskim mjerenjem pruga PCR produkata 

utvrdilo se da je izraženost Na/K-ATPaze na razini mRNK u mužjaka jača otprilike 1,5 puta 

nego u ženki i otprilike 2,5 puta nego u kastriranih mužjaka. Izraženost Na/K-ATPaze na razini 

mRNK jača je u ženki nego u kastriranih ženki (slika 18C), i to za otprilike tri puta. 

 

Izraženost Na/K-ATPaze na razini mRNK u ileumu svinje ne prati obrazac spolnih 

razlika kao u jejunumu, ali zato prati obrazac spolnih razlika u ileumu na proteinskoj razini koji 

nije bio statistički značajan. Pruge PCR produkta od ~300 pb bile su slabije izražene u mužjaka 

nego u ženki (slika 19A) za otprilike 3,5 puta te od kastriranih mužjaka (slika 19B) za otprilike 

4,5 puta. Razlika u jačini pruga PCR produkata od ~300 pb između ženki i kastriranih ženki 

nije uočena (slika 19C), što je potvrđeno i denzitometrijskim mjerenjem pruga PCR produkata. 
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Slika 17. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u duodenumu svinje. 

Jačina pruga PCR produkata od ~300 pb u agaroznom gelu ne pokazuje spolne razlike u 

duodenumu (A-C). 

 

 

 

 

Slika 18. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u jejunumu svinje. Jačina 

pruga PCR produkata od ~300 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u duodenumu u 

korist mužjaka (A). Kastracija je kod mužjaka imala pozitivan utjecaj na izraženost Na/K-

ATPaze na razini mRNK (B), dok je kod ženki imala negativan utjecaj (C). Dvije zvjezdice 

(**) p ˂ 0,01. 



69 

 

 

Slika 19. Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u ileumu svinje. Jačina 

pruga PCR produkata od ~300 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u ileumu u korist 

ženki (A). Kastracija je kod mužjaka imala pozitivan utjecaj na izraženost Na/K-ATPaze na 

razini mRNK (B), dok kod ženki nije imala utjecaj (C). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 

 

 

 

 

 

5.2.5. Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na razini mRNK 

 

Uočene spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u duodenumu svinje 

nisu bile vidljive na razini proteina. Jačina pruga PCR produkata na agaroznom gelu od ~320 

pb, što odgovara veličini PCR produkta SGLT1, mužjaka bila je podjednako jače izražena nego 

u ženki (slika 20A) i kastriranih mužjaka (slika 20B), i to za otprilike 1,3 puta. PCR pruge ženki 

bile su slabije izražene u agaroznom gelu nego PCR pruge kastriranih ženki (slika 20C) za 

otprilike 1,3 puta, što je i dokazano denzitometrijskim mjerenjem.  

  

 Spolne razlike u izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u jejunumu uočena je 

između mužjaka i ženki (slika 21A). Denzitometrijskim mjerenjem pruga PCR produkata od 

~320 pb uočeno je da mužjaci imaju jaču izraženost od ženki otprilike 1,8 puta. Razlike u jačini 

pruga PCR produkata nisu uočene u jejunumu između mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 

21B) i ženki i kastriranih ženki (slika 21C) što odgovara i nalazu u jejunumu na razini proteina 

SGLT1.  
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 Suprotno nalazu na razini proteina, ali i prethodnim nalazima na razini mRNK u 

duodenumu i jejunumu, SGLT1 je na razini mRNK slabije izražen u mužjaka nego u ženki 

(slika 22A). Pregledom jačina pruga PCR produkata u agaroznom gelu od ~320 pb i 

denzitometrijskim mjerenjem nisu uočene razlike u izraženosti SGLT1 na razini mRNK između 

mužjaka i kastriranih mužjaka (slika 22B) te između ženki i kastriranih ženki (slika 22C).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 20. Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na razini mRNK u duodenumu svinje. Jačina 

pruga PCR produkata od ~320 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u duodenumu u 

korist mužjaka (A). Kastracija je kod mužjaka imala negativan utjecaj na izraženost SGLT1 na 

razini mRNK (B), dok je kod ženki imala pozitivan utjecaj (C). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 
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Slika 21. Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na razini mRNK u jejunumu svinje. Jačina pruga 

PCR produkata od ~320 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u duodenumu u korist 

mužjaka (A). Kastracija nije imala utjecaja na izraženost SGLT1 na razini mRNK (B i C). Dvije 

zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 

 

 

 

 

Slika 22. Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na razini mRNK u ileumu svinje. Jačina pruga 

PCR produkata od ~300 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u ileumu u korist ženki 

(A). Kastracija kod mužjaka nije imala utjecaj na izraženost SGLT1 na razini mRNK (B), dok 

je kod ženki imala negativan utjecaj (C). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. Zvjezdica (*) p ˂ 0,05. 
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5.2.6. Spolne razlike u izraženosti GLUT2 na razini mRNK 

 

Statistički značajne spolne razlike uočene u duodenumu i jejunumu na razini proteina 

GLUT2 u korist ženki, nisu uočene na razini mRNK. Izraženost pruga PCR produkata od ~340 

pb, što odgovara veličini PCR produkta GLUT2, ne pokazuje razlike između skupina u 

duodenumu (slike 23A – 23C) i u jejunumu između mužjaka i ženki (slika 24A) te mužjaka i 

kastriranih mužjaka (slika 24B). Jačina pruga PCR produkata u jejunumu između ženki i 

kastriranih ženki pokazuje jasnu razliku (slika 24C), sličnu onoj uočenoj na razini proteina 

GLUT2. Denzitometrijskim mjerenjem utvrđeno je da jaču izraženost GLUT2 na razini mRNK 

imaju ženke za otprilike 1,8 puta nego kastrirane ženke. 

 

Dok u ileumu na razini proteina GLUT2 nisu uočene, spolne su razlike uočene u ileumu 

na razini mRNK. Mužjaci imaju slabije izraženu prugu PCR produkata od ~340 pb od ženki 

(slika 25A) otprilike dva puta i od kastriranih mužjaka (slika 25B) otprilike 2,5 puta. Pruge 

PCR produkata ne pokazuju razlike u jačini između ženki i kastriranih ženki (slika 25C). 

 

 

 

Slika 23. Spolne razlike u izraženosti GLUT2 na razini mRNK u duodenumu svinje. Jačina 

pruga PCR produkata od ~340 pb u agaroznom gelu ne pokazuje spolne razlike u duodenumu 

(A – C). 
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Slika 24. Spolne razlike u izraženosti GLUT2 na razini mRNK u jejunumu svinje. Jačina pruga 

PCR produkata od ~340 pb u agaroznom gelu ne pokazuje spolne razlike u duodenumu (A). 

Kastracija kod mužjaka nije imala utjecaj na izraženost GLUT2 na razini mRNK (B), dok je 

kod ženki imala negativan utjecaj (C). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 

 

 

 

 

 

Slika 25. Spolne razlike u izraženosti GLUT2 na razini mRNK u ileumu svinje. Jačina pruga 

PCR produkata od ~340 pb u agaroznom gelu pokazuje spolne razlike u ileumu u korist ženki 

(A). Kastracija je kod mužjaka imala pozitivan utjecaj na izraženost GLUT2 na razini mRNK 

(B), dok kod ženki nije imala utjecaj (C). Dvije zvjezdice (**) p ˂ 0,01. 
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5.3. Raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2 duž tankog crijeva svinje 

 

5.3.1. Raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze 

 

Na tkivnim narescima duodenuma (slika 26A), jejunuma (slika 26B) i ileuma (slika 

26C) mužjaka uočljiva je razlika u intenzitetu fluorescencije bazolateralnih membrana 

enterocita, koja je najslabija u duodenumu. Western-analizom USM-a enterocita mužjaka 

dobivene su proteinske pruge od ~100 kDa, što odgovara proteinu Na/K-ATPaze, koje pokazuju 

razliku u raspodjeli izraženosti duž tankog crijeva mužjaka (slika 26D). Uočeno je da je 

izraženost proteina Na/K-ATPaze najslabija u duodenumu, i to otprilike 2,5 puta nego u 

jejunumu i ileumu mužjaka (slika 26E). Jačine pruga PCR produkata od ~300 pb, koje 

odgovaraju PCR produktu Na/K-ATPaze, prate raspodjelu izraženosti duž tankog crijeva 

mužjaka utvrđenih na razini proteina Na/K-ATPaze. Najjača izraženost pruga PCR produkata 

uočena je u ileumu mužjaka (slika 27). Neznatno slabija izraženost uočena je u jejunumu, dok 

je vidljivo najslabija izraženost bila u duodenumu mužjaka. Denzitometrijskim mjerenjem 

pruga PCR produkata od ~300 pb potvrđena je otprilike 2,5 put slabija izraženost Na/K-ATPaze 

u duodenumu nego u jejunumu i ileumu mužjaka.  

 

Slično tkivnim narescima mužjaka, u ženki je uočeno da bazolateralne membrane 

enterocita na tkivnim narescima duodenuma (slika 28A) i jejunuma (slika 28B) imaju slabiji 

intenzitet fluorescencije nego tkivni naresci ileuma (slika 28C). Jačina proteinskih pruga 

dobivenih western-analizom jasno potkrepljuje nalaz imunohistokemijske metode. Proteinske 

pruge od ~100 kDa slabije su izražene u duodenumu i jejunumu ženki nego u ileumu ženki 

(slika 28D). Denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga uočena je manja izraženost 

proteina Na/K-ATPaze u duodenumu i jejunumu ženki za otprilike 1,8 puta nego u ileumu ženki 

(slika 28E). Pruge PCR produkata od ~300 pb iz uzoraka ileuma ženki pokazuju vidljivo jaču 

izraženost nego pruge PCR produkata iz uzoraka duodenuma i jejunuma ženki (slika 29). Slično 

kao i kod mužjaka, raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK raste od najniže u 

duodenumu do otprilike 4,5 jače izraženosti u ileumu ženki. 
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Slika 26. Raspodjela izraženosti proteina Na/K-ATPaze duž tankog crijeva u mužjaka. Jačina 

izraženosti proteina Na/K-ATPaze u mužjaka raste od duodenuma prema ileumu (A – C). Jačine 

proteinskih pruga, dobivenih western-analizom od ~100 kDa, prate uzorak raspodjele jačine 

fluorescencije uočene imunohistokemijom metodom (D i E). Vrijednosti označene različitim 

slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  

 

 

 

Slika 27. Raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK duž tankog crijeva u mužjaka. 

Jačina izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u mužjaka raste od duodenuma prema 

ileumu. Vrijednosti označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  
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Slika 28. Raspodjela izraženosti proteina Na/K-ATPaze duž tankog crijeva u ženki. Jačina 

izraženosti proteina Na/K-ATPaze u ženki raste od duodenuma prema ileumu (A-C). Jačine 

proteinskih pruga, dobivenih western-analizom od ~100 kDa, prate uzorak raspodjele jačine 

izraženosti uočene imunohistokemijom metodom (D i E). Vrijednosti označene različitim 

slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  

 

 

 

 

Slika 29. Raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK duž tankog crijeva u ženki. 

Jačina izraženosti Na/K-ATPaze na razini mRNK u mužjaka raste od duodenuma prema 

ileumu. Vrijednosti označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  



77 

 

5.3.2. Raspodjela izraženosti SGLT1 

 

 U tkivnim narescima duodenuma (slika 30A), jejunuma (slika 30B) i ileuma (slika 30C) 

mužjaka vidljiva je razlika u intenzitetu fluorescencije četkastih membrana enterocita. Uočeno 

je da intenzitet fluorescencije raste od duodenuma, gdje je najniži, prema ileumu, gdje je najjači. 

Western-analizom iz USM-a enterocita duodenuma, jejunuma i ileuma mužjaka potvrđen je 

nalaz imunohistokemijske metode. Proteinske pruge od ~75 kDa, koje odgovaraju proteinu 

SGLT1, dobivene western-analizom, slabije su izražene u duodenumu nego u jejunumu i 

ileumu mužjaka (slika 30D). Denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga utvrđena je 

statistički značajna razlika u izraženosti SGLT1 između pojedinih dijelova tankog crijeva, s 

najnižom izraženošću u duodenumu, koja je niža otprilike 2,5 puta nego u jejunumu i otprilike 

4,5 puta nego u ileumu (slika 30E). Raspodjela izraženosti SGLT1 na razini mRNK prati 

raspodjelu izraženosti na razini proteina SGLT1. Jačina pruga PCR produkata na agaroznom 

gelu od ~320 pb, što odgovara veličini PCR produkta SGLT1, slabija je u duodenumu nego u 

jejunumu i ileumu mužjaka (slika 31). Denzitometrijskim mjerenjem pruga PCR produkta 

potvrđena je razlika u raspodjeli SGLT1 u tankom crijevu. Najniža izraženost SGLT1 utvrđena 

je u duodenumu mužjaka koja je niža otprilike 1,5 puta nego u jejunumu i ileumu.  

 

Raspodjela intenziteta fluorescencije četkastih membrana u tkivnim narescima 

duodenuma (slika 32A), jejunuma (slika 32B) i ileuma (slika 32C) ženki pokazuje sličan uzorak 

raspodjele intenziteta fluorescencije kao kod mužjaka, odnosno najniži intenzitet fluorescencije 

u duodenumu te viši u jejunumu i ileumu. Rezultati western-analize USM-a enterocita ženki 

potkrepljuju nalaz dobiven imunohistokemijskom metodom o raspodjeli izraženosti proteina 

SGLT1. Dobivene proteinske pruge od ~75 kDa jače su izražene u jejunumu i ileumu nego u 

duodenumu ženki (slika 32D). Denzitometrijskim mjerenjem proteinskih pruga utvrđeno je da 

je izraženost SGLT1 u duodenumu slabija otprilike tri puta nego u jejunumu i ileumu ženki 

(slika 32E). Jačina pruga PCR produkata od  ~320 pb u ženki prati uzorak raspodjele izraženosti 

SGLT1 duž tankog crijeva utvrđeno kod mužjaka: najniža izraženost u duodenumu koja raste 

prema najvišoj izraženošću u ileumu (slika 33). Denzitometrijskim mjerenjem PCR pruga 

potvrđena je statistički značajna razlika u izraženosti SGLT1 na razini mRNK između pojedinih 

dijelova tankog crijeva ženki. Izraženost SGLT1 na razini mRNK u duodenumu ženki otprilike 

je 1,5 puta niža nego u jejunumu i otprilike dva puta niža nego u ileumu. 
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Slika 30. Raspodjela izraženosti proteina SGLT1 duž tankog crijeva u mužjaka. Jačina 

izraženosti proteina SGLT1 u mužjaka, slično kao i Na/K-ATPaza, raste od duodenuma prema 

ileumu (A – C). Jačine proteinskih pruga, dobivenih western-analizom od ~75 kDa, prate 

uzorak raspodjele jačine izraženosti uočene imunohistokemijom metodom (D i E). Vrijednosti 

označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  

 

 

Slika 31. Raspodjela izraženosti SGLT1 na razini mRNK duž tankog crijeva u mužjaka. Jačina 

izraženosti SGLT1 na razini mRNK u mužjaka raste od duodenuma prema ileumu. Vrijednosti 

označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  
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Slika 32. Raspodjela izraženosti proteina SGLT1 duž tankog crijeva u ženki. Jačina izraženosti 

proteina SGLT1 u ženki, slično kao i kod mužjaka, niža je u duodenumu (A) nego u jejunumu 

(B) i ileumu (C). Jačine proteinskih pruga, dobivenih western-analizom od ~75 kDa, prate 

raspodjelu jačine uočene imunohistokemijom metodom (D i E). Vrijednosti označene različitim 

slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  

 

 

Slika 33. Raspodjela izraženosti SGLT1 na razini mRNK duž tankog crijeva u ženki. Jačina 

izraženosti SGLT1 na razini mRNK u ženki raste od duodenuma prema ileumu. Vrijednosti 

označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  
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5.3.3. Raspodjela izraženosti GLUT2 

 

 U tkivnim narescima duodenuma (slika 34A), jejunuma (slika 34B) i ileuma (slika 34C) 

mužjaka vidljiva je razlika u raspodjeli intenziteta fluorescencije bazolateralnih membrana 

enterocita. Bazolateralne membrane enterocita u jejunumu mužjaka pokazuju najjači intenzitet 

fluorescencije, dok razlike u intenzitetu fluorescencije između duodenuma i ileuma nisu 

uočene. Jačina proteinskih pruga od ~60 kDa i ~35 kDa, koje odgovaraju proteinu GLUT2, 

dobivene western-analizom USM-a enterocita duodenuma, jejunuma i ileuma mužjaka, prate 

raspodjelu izraženosti utvrđene imunohistokemijskom metodom. Proteinske pruge najjače su 

izražene u jejunumu mužjaka (slika 34D), i to otprilike 1,5 puta jače nego u duodenumu, dok 

značajna razlika u izraženosti GLUT2 na proteinskoj razini između jejunuma i ileuma nije 

uočena (slika 34E). Raspodjela izraženosti GLUT2 na razini mRNK prati raspodjelu izraženosti 

na razini proteina GLUT2. Pruge PCR produkata na agaroznom gelu od ~340 pb, što odgovara 

veličini PCR produkta GLUT2, najjače su bile izražene u jejunumu mužjaka, a najslabije u 

duodenumu mužjaka (slika 35). Denzitometrijskim mjerenjem pruga PCR produkata utvrđeno 

je da izraženost GLUT2 na razini mRNK prati raspodjelu GLUT2 na proteinskoj razini duž 

tankog crijeva mužjaka s najvećom izraženošću, otprilike 1,5 puta, u jejunumu. 

 

 Slično nalazu u mužjaka, intenzitet fluorescencije bazolateralnih membrana enterocita 

u tkivnim narescima duodenuma (slika 36A), jejunuma (slika 36B) i ileuma (slika 36C) 

pokazuje razlike u raspodjeli intenziteta. Tkivni naresci jejunuma ženki pokazuju 

najintenzivniju fluorescenciju bazolateralnih membrana, dok razlike u intenzitetu 

fluorescencije duodenuma i ileuma ženki  nisu uočene. Proteinske pruge od ~60 kDa i ~35 kDa 

uočljivo su najjače izražene u jejunumu (slika 36D). Denzitometrijskim mjerenjem proteinskih 

pruga utvrđena je otprilike 1,8 puta viša izraženost GLUT2 na proteinskoj razini u jejunumu 

ženki nego u duodenumu i ileumu (slika 36E). Raspodjela izraženosti GLUT2 na razini mRNK 

duž tankog crijeva ženki ne prati raspodjelu na razini proteina GLUT2. Pruge PCR produkata 

od ~340 pb podjednako su bile jako izražene u jejunumu i ileumu ženki, dok su pruge PCR 

produkata u duodenumu bile najslabije izražene (slika 37). Denzitometrijskim mjerenjem pruga 

PCR produkata utvrđena je značajno niža izraženost GLUT2 u duodenumu nego u jejunumu i 

ileumu ženki, za otprilike 2,5 puta.  
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Slika 34. Raspodjela izraženosti proteina GLUT2 duž tankog crijeva u mužjaka. Jačina 

izraženosti proteina GLUT2 otprilike je podjednaka u duodenumu (A) i ileumu (C), dok je 

najjača u jejunumu (B). Proteinske pruge, dobivene western-analizom od ~60 kDa i ~35 kDa, 

najjače su izražene u jejunumu (D i E). Vrijednosti označene različitim slovima statistički se 

značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  

 

 

 

Slika 35. Raspodjela izraženosti GLUT2 na razini mRNK duž tankog crijeva u mužjaka. Jačina 

izraženosti GLUT2 na razini mRNK najjača je u jejunumu, a najslabija u duodenumu mužjaka. 

Vrijednosti označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 0,05.  
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Slika 36. Raspodjela izraženosti proteina GLUT2 duž tankog crijeva u ženki. Jačina izraženosti 

proteina GLUT2 podjednaka je u duodenumu (A) i ileumu (C), dok je najjača u jejunumu (B). 

Proteinske pruge, dobivene western-analizom od ~60 kDa i ~35 kDa, najjače su izražene u 

jejunumu (D i E). Vrijednosti označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p ˂ 

0,05.  

 

 

Slika 37. Raspodjela izraženosti GLUT2 na razini mRNK duž tankog crijeva u ženki. Jačina 

izraženosti GLUT2 na razini mRNK podjednako je jaka u jejunumu i ileumu, a najslabija je u 

duodenumu ženki. Vrijednosti označene različitim slovima statistički se značajno razlikuju, p 

˂ 0,05.  
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6. RASPRAVA 
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Tanko crijevo, kao organ u kojemu se u najvećoj mjeri apsorbiraju hranjive tvari tijekom 

probave, primarno je mjesto izraženosti mnogih prijenosnika za apsorpciju hranjivih tvari. Iako 

se izraženost SGLT1 i GLUT2 može naći i u drugim tkivima, među najjačim izraženostima u 

tijelu ima upravo tanko crijevo (CHEN i sur., 2010). Na/K-ATPaza, kao prijenosnik natrijevih 

i kalijevih iona, u uskoj je funkcionalnoj vezi s prijenosnikom glukoze ovisnog o natriju 

SGLT1, kojemu stvara elektrokemijski gradijent natrijevih iona, koji je pak pokretačka sila za 

prijenos glukoze putem SGLT1 (SRICHAMROEN, 2013). Kako se u dosadašnjim 

istraživanjima nije uspjelo dokazati postojanje spolnih razlika u izraženosti Na/K-ATPaze, 

SGLT1 i GLUT2 u tankim crijevima pokusnih životinja, pa tako i svinje, u ovom je istraživanju 

opisan stanični smještaj, te po prvi put izraženost spolnih razlika na razini proteina i mRNK i 

raspodjela izraženosti u pojedinim dijelovima tankog crijeva, duodenumu, jejunumu i ileumu, 

za prijenosnike uključene u prijenos glukoze kroz membrane enterocita svinje: Na/K-ATPaza, 

SGLT1 i GLUT2.  

 

6.1. Utjecaj spola na izraženost Na/K-ATPaze u tankom crijevu svinje 

 

Ovim je istraživanjem potvrđen smještaj Na/K-ATPaze u duodenumu, jejunumu i 

ileumu svinje, slično kao i u drugim stanicama u tijelu (ERNST i HOOTMAN, 1981), isključivo 

na bazolateralnoj membrani enterocita, s time da su i stanice unutar kripti pokazale 

bazolateralno obojenje. Izraženost Na/K-ATPaze na proteinskoj razini, i imunohistokemijskom 

metodom i western-analizom, pokazuje spolne razlike u korist ženki u tankom crijevu svinje. 

Iako je izraženost na razini proteina Na/K-ATPaze bila viša u ženki u svim dijelovima tankog 

crijeva, jedino je u duodenumu bila značajna. Inhibitorni utjecaj testosterona, koji ima za 

posljedicu jaču izraženost Na/K-ATPaze na razini proteina u ženki, nađen je u srcu štakora i 

pasa (DŽURBA i sur., 1997) i bubregu štakora (QUINTAS i sur., 1997). DŽURBA i sur. (1997) 

dokazuju u svom istraživanju na psima da ženski spolni hormoni imaju pozitivan utjecaj na 

izraženost Na/K-ATPaze na razini proteina u sarkolemi srca. U ovom je istraživanju najveća 

razlika u izraženosti Na/K-ATPaze između skupina uočena u duodenumu. Mužjaci su nakon 

kastracije imali značajno višu izraženost Na/K-ATPaze na proteinskoj razini u duodenumu i 

jejunumu u usporedbi s nekastriranim mužjacima, dok je izraženost u ileumu također bila viša 

u kastriranih mužjaka, ali ne značajno. Porast izraženosti proteina Na/K-ATPaze nakon 

kastracije mužjaka upućuje na inhibitorni utjecaj testosterona na izraženost Na/K-ATPaze. 
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Značajno niža izraženost u duodenumu i ileumu nakon kastracije ženki upućuje na pozitivan 

utjecaj ženskih spolnih hormona na izraženost Na/K-ATPaze na proteinskoj razini. Pozitivan 

utjecaj ženskih spolnih hormona dokazan je i u samoj aktivnosti prijenosa natrijevih iona, koji 

se ponajprije odvija putem natrij-kalijeve crpke, a koja bi mogla biti posljedica povećane 

izraženosti Na/K-ATPaze na staničnim membranama u plućima štakora (KALTOFEN i sur., 

2015). Iako su ovim istraživanjem uočene spolne razlike u izraženosti proteina Na/K-ATPaze, 

one nisu uočene na razini mRNK u duodenumu svinja, dok spolne razlike u jejunumu i ileumu 

ne prate raspodjelu izraženosti na proteinskoj razini što upućuje na postojanje regulatornih 

mehanizama izraženosti gena za Na/K-ATPazu od strane spolnih hormona na 

posttranskripcijskoj razini. Utjecaj spola na izraženost Na/K-ATPaze na razini mRNK je 

kontradiktoran, dok spolnih razlika u izraženosti u duodenumu nema, jejunum i ileum pokazuju 

značajne, iako suprotne, spolne razlike u izraženosti. Spolna razlika u izraženosti Na/K-ATPaze 

na razini mRNK u jejunumu u korist mužjaka te smanjenje izraženosti nakon kastracije upućuje 

na pozitivan utjecaj testosterona na izraženost Na/K-ATPaze, dok u ileumu testosteron ima 

izrazito inhibitorni utjecaj. Zbog suprotnih utjecaja spolnih hormona na izraženost Na/K-

ATPaze na razini mRNK u jejunumu i ileumu svinje, teško je zaključiti djeluju li spolni 

hormoni izravno ili posredno djelujući na razinu nekih drugih hormona ili čimbenika. 

 

6.2. Utjecaj spola na izraženost SGLT1 u tankom crijevu svinje 

 

Stanični smještaj SGLT1 isključivo na četkastim membranama enterocita u svim 

dijelovima tankog crijeva, što se u potpunosti slaže s njegovom ulogom primarnog prijenosnika 

glukoze iz lumena tankog crijeva u enterocit, dobro je opisan u istraživanju YOSHIDA i sur. 

(1995) u štakora. Ovim je istraživanjem imunohistokemijskom metodom potvrđen identičan 

smještaj SGLT1 isključivo na četkastim membranama enterocita u duodenumu, jejunumu i 

ileumu svinja, uz izostanak izraženosti u stanicama unutar kripti i na vršnim membranama 

vrčastih stanica. Slabija izraženost SGLT1 na samom vrhu crijevne resice, uočena u ovom 

istraživanju na tkivnim narescima tankog crijeva svinje, primijećena je i u štakora te se smatra 

da je posljedica smanjene izraženosti mRNK na vršnom dijelu crijevne resice uslijed skore 

apoptoze i ljuštenja enterocita u lumen tankog crijeva (YOSHIKAWA i sur., 2011). Unatoč 

slabijoj izraženosti proteina SGLT1 i stoga slabijem intenzitetu fluorescencije četkastih 

membrana enterocita na samom vrhu crijevne resice svinja, izraženost Na/K-ATPaze, pa tako 
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i intenzitet fluorescencije bazolateralnih membrana enterocita na vrhu crijevne resice, ostaje 

nepromijenjena, što je uočeno i kod kunića (ROWLING i SEPULVEDA, 1984). Iako su se u 

istraživanjima na bubrezima (SABOLIĆ i sur., 2006; NAGAI i sur., 2014) i mozgu (HART i 

sur., 1998) laboratorijskih glodavaca uspjele dokazati spolne razlike u izraženosti proteina 

SGLT1 u korist ženki, koje upućuju na inhibitorni utjecaj testosterona, izraženost proteina 

SGLT1 u tankom crijevu svinje u ovom istraživanju većinom nije pokazivala spolne razlike. 

Unatoč uočenoj značajnoj razlici među spolovima u izraženosti SGLT1 na proteinskoj razini u 

ileumu, ona nije dokazana u svinja nakon kastracije te se ne može zaključiti da spol, odnosno 

određeni spolni hormoni imaju pozitivan ili inhibitorni utjecaj na izraženost. Ovakav nalaz 

izostanka spolnih razlika u tankim crijevima svinje podudara se s rezultatima istraživanja 

izraženosti proteina SGLT1 u tankim crijevima štakora u kojih također nisu dokazane spolne 

razlike u duodenumu, jejunumu i ileumu (BALEN i sur., 2008). Izraženost SGLT1 na razini 

mRNK u ovom istraživanju pokazuje spolne razlike u korist mužjaka u duodenumu i jejunumu 

svinja što upućuje na pozitivan utjecaj testosterona, odnosno inhibitorni utjecaj estrogena, na 

izraženost SGLT1 na razini mRNK u duodenumu i jejunumu svinje. No, zbog izostanka spolnih 

razlika na razini proteina, pretpostavlja se da na izraženost SGLT1 na razini proteina djeluju 

posttranskripcijski, a možda čak i posttranslacijski regulatorni mehanizmi, koji su uočeni u 

regulaciji izraženosti gena za SGLT1 u tankom crijevu kokoši (BARFULL i sur., 2002) i ovaca 

(LESCALE-MATYS i sur., 1993). Suprotno nalazu u duodenumu i jejunumu, u ileumu svinja 

uočen je pozitivan utjecaj estrogena na izraženost SGLT1 na razini mRNK. No, izostanak 

spolne razlike u korist ženki na razini proteina SGLT1 dodatno potkrepljuje činjenicu da na 

izraženost SGLT1 proteina djeluju posttranskripcijski ili čak posttranslacijski regulatorni 

mehanizmi. Zbog uočenih razlika u izraženosti SGLT1 na razini mRNK te nedosljednih 

rezultata ovog dijela istraživanja, nije moguće zaključiti inhibiraju li spolni hormoni sintezu 

proteina SGLT1 ili je potiču, te djeluju li izravno ili posredno preko drugih nepoznatih 

regulatornih mehanizama. 

 

6.3. Utjecaj spola na izraženost GLUT2 u tankom crijevu svinje 

 

Prijenosnik GLUT2 smješten je isključivo na bazolateralnim membranama enterocita u 

svim dijelovima tankog crijeva, gdje sudjeluje u prijenosu glukoze iz enterocita van u 

međustanični prostor (WRIGHT i TURK, 2004). Iako se u štakora uspio dokazati smještaj 
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GLUT2 na četkastim membranama enterocita u tankom crijevu (AFFLECK, i sur.,2003), 

pogotovo u uvjetima povišene koncentracije glukoze u lumenu crijeva, rezultati ovog 

istraživanja to nisu uspjeli dokazati. No, treba uzeti u obzir činjenicu da su svinje iz ovog 

istraživanja bile dopremljene do klaonice te im određeno vrijeme tijekom utovara, prijevoza i 

kratkog odmora prije klanja nije bila dostupna hrana, što je zasigurno smanjilo koncentraciju 

glukoze unutar lumena crijeva. Imunohistokemijskom metodom na tkivnim narescima 

duodenuma, jejunuma i ileuma potvrđen je stanični smještaj GLUT2 na bazolateralnim 

membranama enterocita svinja. Izraženost proteina GLUT2 u duodenumu i jejunumu svinje 

pokazuje uočljive spolne razlike u korist ženki, što upućuje na pozitivan utjecaj estrogena na 

izraženost GLUT2 na razini proteina. Iako u ileumu razlike nisu bile statistički značajne, 

izraženost proteina svejedno je bila jača u ženki. Kastracijom mužjaka pojačava se izraženost 

proteina GLUT2 u duodenumu i jejunumu svinja čime je utvrđen inhibitorni utjecaj 

testosterona, dok se kastracijom ženki smanjila izraženost što dodatno potvrđuje pozitivan 

utjecaj estrogena na izraženost proteina GLUT2 u tankim crijevima svinje. CUI i sur. (2003) u 

istraživanjima na štakorskom jejunumu dokazuju pozitivnu korelaciju između količine glukoze 

i fruktoze unutar lumena crijeva i izraženosti GLUT2 na razini mRNK te da se regulatorni 

mehanizmi povećanja izraženosti GLUT2 na mRNK razini događaju tijekom transkripcije, što 

upućuje na činjenicu da povećanje izraženosti na mRNK razini dovodi i do povećanja na razini 

proteina. Ovakvu usku vezu između izraženosti na razini proteina i mRNK u ovom istraživanju 

na tankom crijevu svinje nije uočena. Štoviše, spolne razlike u izraženosti GLUT2 na razini 

mRNK nisu uočene u duodenumu i jejunumu gdje su bile izrazite spolne razlike u izraženosti 

proteina GLUT2. U ileumu svinje je pak uočen inhibitorni utjecaj testosterona na izraženost 

GLUT2 na razini mRNK, gdje su mužjaci imali nižu izraženosti od ženki i kastriranih mužjaka. 

Inhibitorni utjecaj testosterona i posljedično tome jača izraženost GLUT2 na razini mRNK u 

bubrezima i mozgu ženki dokazana je u miševa (NAGAI i sur., 2014). 

 

6.4. Raspodjela prijenosnika glukoze duž tankog crijeva svinje 

 

WILD i sur. (1999) u svom istraživanju izraženosti Na/K-ATPaze u jejunumu i ileumu 

štakora utvrđuju značajno višu izraženost α1 i β1-podjedinice Na/K-ATPaze u jejunumu nego 

ileumu, dok je izraženost α1 i β1-podjedinice Na/K-ATPaze na razini mRNK viša, iako ne 

značajno, u ileumu. Ovakva razlika u izraženosti na razini proteina i mRNK upućuje na 
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postojanje posttranskripcijskih mehanizama u regulaciji gena za Na/K-ATPazu. U ovom 

istraživanju izraženost proteina Na/K-ATPaze raste od duodenuma prema ileumu u mužjaka i 

ženki. Slična raspodjela izraženosti Na/K-ATPaze unutar tankog crijeva uočena je i na razini 

mRNK u mužjaka i ženki. Ovakva veza u izraženosti na razini proteina i mRNK upućuje na 

činjenicu da u svinje postoje regulatorni mehanizmi izraženosti gena za Na/K-ATPazu na razini 

transkripcije. S obzirom na to da metabolički aktivnije stanice imaju veću izraženost Na/K-

ATPaze, koja je od esencijalne važnosti za život stanice, ovakva raspodjela izraženosti Na/K-

ATPaze mogla bi upućivati na veću aktivnost prijenosničkih mehanizama u enterocitima ileuma 

nego u enterocitima duodenuma (KÖKSOY, 2002). 

 

HERRMANN i sur. (2012) su u svom istraživanju na svinjama utvrdili da je izraženost 

proteina SGLT1 duž tankog crijeva najviša u jejunumu te da je izraženost otprilike podjednako 

niža u duodenumu i ileumu. Identična raspodjela izraženosti SGLT1 u tankom crijevu svinja 

uočena je i na razini mRNK (VAN DER WIELEN i sur., 2014). Raspodjela izraženosti SGLT1 

na razini proteina i mRNK po duodenumu, jejunumu i ileumu svinja uočena ovim istraživanjem 

ne prati dosadašnje spoznaje. Važna i nezanemariva razlika između ovog istraživanja i 

istraživanja HERRMANN i sur. (2012) i VAN DER WIELEN i sur. (2014) jest starost svinja 

na kojima je rađeno istraživanje. Dok su svinje u istraživanjima od HERRMANN i sur. (2012) 

i VAN DER WIELEN i sur. (2014) prilikom žrtvovanja bile starosti 8 – 10 tjedana, svinje u 

ovom istraživanju su uoči klanja imale otprilike 10 mjeseci te su imale u potpunosti 

izdiferencirane enterocite naviknute na krutu hranu. Uočeno je da odmicanjem od razdoblja 

odbića sposobnost apsorpcije glukoze u ileumu raste u svinja te postaje veća nego u jejunumu 

(MONTAGNE i sur., 2007). U ovom je istraživanju kod mužjaka svinje uočena najviša 

izraženost SGLT1 na razini proteina i mRNK u ileumu i najniža u duodenumu te upućuje na to 

da se vjerojatno najveći dio apsorpcije glukoze iz lumena crijeva događa u središnjem i 

distalnom dijelu tankog crijeva. Raspodjela izraženosti SGLT1 u tankom crijevu ženki slična 

je uzorku raspodjele izraženosti uočene kod mužjaka, s time da je izraženost na razini proteina 

SGLT1 podjenako jača u jejunumu i ilemu nego u duodenumu. Funkcionalna ovisnost SGLT1 

o Na/K-ATPazi vidljiva je i iz raspodjele izraženosti obaju proteina duž tankog crijeva, s 

najnižom izraženosti u duodenumu, koja raste prema najvišoj u ileumu.   

 

Tanko je crijevo po izraženosti GLUT2 na razini mRNK u svinja drugi najzastupljeniji 

organ, odmah nakon jetara. ZUO i sur. (2010) u svom istraživanju na svinjama dokazuju da 

unatoč tome što je izraženost GLUT2 na razini mRNK najviša u jejunumu, a najniža u ileumu, 



89 

 

značajnih razlika između pojedinih dijelova tankog crijeva svinje nema. U ovom se istraživanju 

došlo do sličnih rezultata. Najviša je izraženost na razini proteina GLUT2 uočena u jejunumu 

kod mužjaka i ženki svinja s podjednako slabijom izraženosti u duodenumu i ileumu. Sličan 

uzorak raspodjele izraženosti GLUT2 na razini mRNK upućuje na usku povezanost izraženosti 

mRNK i proteina te na postojanje regulatornih mehanizama izraženosti gena za GLUT2 na 

razini transkripcije, što je dokazao CUI i sur. (2003) u svom istraživanju na tankom crijevu 

štakora. Ovakva raspodjela izraženosti GLUT2 pokazuje da se apsorpcija monosaharida u 

najvećoj mjeri odvija u središnjem dijelu tankoga crijeva svinje, što se jednim dijelom podudara 

s nalazima izraženosti Na/K-ATPaze i SGLT1. 
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7. ZAKLJUČCI 
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1. Na/K-ATPaza izražena je na bazolateralnim membranama enterocita, vrčastih 

stanica i stanica unutar kripti u tankom crijevu svinje 

Imunohistokemijskom metodom sa specifičnim protutijelom protiv Na/K-ATPaze utvrđen 

je očekivani stanični smještaj u enterocitima. Bazolateralne membrane enterocita, vrčastih 

stanica i stanica unutar kripti bile su obilježene fluorescentnom bojom, dok lamina proprija 

crijevnih resica nije pokazivala  bojenje. 

 

2. SGLT1 izražen je na četkastim membranama enterocita u tankom crijevu svinje 

Imunohistokemijskom metodom sa specifičnim protutijelom protiv SGLT1 utvrđen je 

očekivani stanični smještaj na četkastim membranama enterocita. Vršne membrane vrčastih 

stanica, stanice unutar kripti te lamina proprija crijevnih resica nisu pokazivale specifično 

fluorescentno bojenje. Jačina fluorescencije, koja označava izraženost proteina SGLT1, na 

vrhovima je slabija nego na bočnim dijelovima crijevnih resica. 

 

3. GLUT2 izražen je na bazolateralnim membranama enterocita u tankom crijevu svinje 

Imunohistokemijskom metodom sa specifičnim protutijelom protiv GLUT2 utvrđen je 

očekivani stanični smještaj na bazolateralnim membranama enterocita. Stanice unutar kripti 

i lamina proprija crijevnih resica nisu pokazivale specifično fluorescentno bojenje. 

 

4. Na/K-ATPaza iz tankog crijeva svinje daje proteinsku prugu veličine ~100 kDa 

Western-analizom sa specifičnim protutijelom protiv Na/K-ATPaze utvrđena je proteinska 

pruga veličine ~100 kDa. 

 

5. SGLT1 iz tankog crijeva svinje daje proteinsku prugu veličine ~75 kDa 

Western-analizom sa specifičnim protutijelom protiv SGLT1 utvrđena je, iako vrlo slaba, 

proteinska pruga veličine ~75 kDa. 
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6. GLUT2 iz tankog crijeva svinje daje proteinske pruge veličine ~60 kDa i ~35 kDa 

Western-analizom sa specifičnim protutijelom protiv GLUT2 utvrđene su dvije proteinske 

pruge veličine ~60 kDa i ~35 kDa. Obje su proteinske pruge specifične za GLUT2 te 

prilikom inkubacije u samo sekundarnom protutijelu obje proteinske pruge nisu bile 

izražene. Proteinska pruga od ~60 kDa je očekivana za GLUT2, dok dodatna proteinska 

pruga od ~35 kDa vjerojatno predstavlja deglikozilirani GLUT2. 

 

7. Izraženost Na/K-ATPaze pokazuje spolne razlike u korist ženki u tankom crijevu 

svinje 

Na/K-ATPaza je na proteinskoj razini jače izražena u duodenumu ženki. Kastrirani su 

mužjaci imali jaču izraženost proteina Na/K-ATPaze nego nekastrirani mužjaci što upućuje 

na inhibitorni utjecaj testosterona na izraženost proteina Na/K-ATPaze u tankom crijevu 

svinje. Na razini mRNK navedene spolne razlike nisu prisutne, što upućuje na postojanje 

regulatornih mehanizama izraženosti Na/K-ATPaze na posttranskripcijskoj razini. 

 

8. Izraženost SGLT1 ne pokazuje spolne razlike u tankom crijevu svinje 

Spolne razlike u izraženosti SGLT1 na proteinskoj razini nisu uočene u duodenumu i 

jejunumu, dok u ileumu svinje jesu u korist ženki. Kastracija mužjaka i ženki svinja nije 

utjecala na izraženost proteina SGLT1. Na razini mRNK postoje spolne razlike u izraženosti 

u duodenumu i jejunumu svinja u korist mužjaka. Različite izraženosti na razini proteina i 

mRNK upućuju na postojanje regulatornih mehanizama izraženosti SGLT1 na 

posttranskripcijskoj razini. 

 

9. Izraženost GLUT2 pokazuje spolne razlike u korist ženki u tankom crijevu svinje  

GLUT2 je na proteinskoj razini značajno jače izražen u duodenumu i jejunumu ženki. 

Nekastrirani su mužjaci imali značajno nižu izraženost GLUT2 u duodenumu i jejunumu 

nego kastrirani mužjaci što upućuje na inhibitorni utjecaj testosterona na izraženost proteina 

GLUT2. Suprotno tomu, kastracija ženki utjecala je na smanjenje izraženosti GLUT2 što 

upućuje na pozitivan utjecaj ženskih spolnih hormona. Na razini mRNK navedene spolne 

razlike prisutne su samo u ileumu. Različite izraženosti na razini proteina i mRNK upućuju 

na postojanje regulatornih mehanizama izraženosti GLUT2 na posttranskripcijskoj razini. 
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10. Izraženost Na/K-ATPaze u tankom crijevu svinje raste od duodenuma prema ileumu 

Izraženost Na/K-ATPaze na razini proteina i mRNK najniža je u duodenumu, a najviša u 

ileumu. Razlike u obrascu raspodjele Na/K-ATPaze duž tankog crijeva između spolova nisu 

uočene.  

 

11. Izraženost SGLT1 u tankom crijevu svinje raste od duodenuma prema ileumu 

S obzirom na funkcionalnu ovisnost o Na/K-ATPazi, izraženost SGLT1 prati raspodjelu 

izraženosti Na/K-ATPaze te je najniža u duodenumu, a najviša u ileumu.  

 

12. Izraženost GLUT2 u tankom crijevu svinje najviša je u jejunumu 

GLUT2 na proteinskoj razini ima najvišu izraženost u jejunumu, a najnižu u duodenumu. 

Razlike u obrascu raspodjele GLUT2 duž tankog crijeva između spolova nisu uočene. 

 

13. Glukoza se u najvećoj mjeri apsorbira u središnjem i distalnom dijelu tankog crijeva 

svinje 

Najniža izraženost prijenosnika uključenih u prijenos glukoze u tankom crijevu svinje, 

Na/K-ATPaze, SGLT1 i GLUT2, u duodenumu pokazuje da se većina apsorpcije glukoze 

događa u jejunumu i ileumu.  
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