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POPIS OZNAKA | KRATICA

2- AP3-2 — aminoetoksidienil borat

aFP — a-fetopotein

AIF (engl. apoptosis-inducing factor) — ¢imbenik indukcije apoptoze
Akt — Ser/Thr - kinaza B

ApoEr2 —apolipoprotein receptor 2

ATP — adenozin trifosfat

BMP (engl. bone morphogenetic protein) — kostani morfogenetski protein
C3G — ¢imbenik zamjene gvanina

Camll — kalcij kalmodulin ovisna kinaza

cAMP — ciklicki adenozin monofosfat

Cas3 — kaspaza 3

CBX — karbenoksolon

Cdx (engl. caudal homologue) — kaudalni homolog

CK-19 — citokeratin 19

Crk — protoonkogen

Cx (engl. conexin) — koneksin

Dab1l — Disabled 1

DDB1 (engl. damage specific DNA-binding protein 1) za osteéenje specifican protein 1 vezan za

DNA
Dlgh1l (engl. Discs-large homolog 1)
E —embrionalni dan

EGF (engl. epidermal growth factor) — epidermalni ¢imbenik rasta



EHBD (engl. extrahepatic bile ducts) — ekstrahepati¢ni Zucni vodovi

EMT — epitelno-mezenhimska pretvorba

ER — endoplazmatska mrezica

ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase) — kinaza regulirana vanstani¢nim signalima
FGF (engl. fibroblast frowth factor) — fibroblasti¢ni ¢cimbenik rasta

GJ (engl. gap junction) — pukotinasta veza, tijesni spoj

GJIC (engl. gap junction intercellular communication) — medustani¢na komunikacija preko

tijesnih spojeva

HC (engl. hemichannel) — polukanal

HCC — hepatocelularni karcinom

HE — hematoksilin- eozin

Hhex (engl. hematopoietically-expressed homeobox) — hematopoetski izrazen homeobox
Hnfda (engl. hepatic nuclear factor 4a) — jetreni nuklearni ¢imbenik 4a

HRZZ — Hrvatska zaklada za znanost

HSC (engl. hepatic stellate cells) — zvjezdaste stanice jetre

IHBD (engl. intrahepatic bile ducts) — intrahepaticni Zucni kanalici

IL —interleukin

IP3 —inozitol trifosfat

LDLR (engl. low-density lipoprotein receptor) — lipoproteinski receptor niske gustoée
LPS — lipopolisaharid

MAPK — (engl. mitogen-activated protein kinase) mitogenom aktivirana protein kinaza
mTOR (engl. mammalian target of rapamicin) — sisavacka meta rapamicina

NK cells (engl. natural killer) — stanice prirodne ubojice

NLP3 (engl. pyrin domain-containing protein 3) — protein 3 koji sadrZi pirinsku domenu



NMDAR — N-metil-D-aspartat

OSM - onkostatin M

Panx (engl. panexin) — paneksin

PBS (engl. phosphate buffer saline) — fizioloSka otopina puferirana fosfatnim solima
Pdx1 (engl. pancreatic duodenum homeobox1)

PFA — parformaldeid

PI3K — fosfatidil inozitol 3-kinaza

PSD-95 (engl. postsynnaptic density protein 95) — protein postsinapticke gustoce 95

PTB (engl. phospotyrosine binding domain) — domena koja veze fosfotirozin

Rap1l- protein 1 vezan uz RAS

RELN — reelin

RNAi — RNA inhibitori

ROS (engl. reactive oxygen species) — slobodni radikali kisika

STM — lat. septum transversum mezenhim, mezenhimalna poprecna pregrada

TGF B (engl. transforming growth factor 8) — transformirajuci ¢imbenik rasta

TNF-a (engl. tumor necrosis factor a) — tumorski ¢imbenik nekroze a

UTP — uridin trifosfat

VLDLR (engl. very low-density lipoprotein receptor) — lipoproteinski receptor jako niske gustoée
ZONAB (engl. ZO-1-associated nucleic acid binding protein) — protein ZO-1 vezan za DNA

a-SMA (engl. alpha smooth muscle actin) — alfa glatkomisiéni aktin
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1.1. Koneksini, paneksini i stanicna komunikacija u razvoju jetre

Jetra je jedan od prvih organa u kojem su opisani proteini koneksini (1). Gradena je od
hepatocita i neparenhimskih stanica u koje spadaju Kupferove stanice, endotel sinusoida,
zvjezdaste tzv. Ito stanice, epitel Zu€nih kanali¢a i NK stanice (engl. natural killer). Stani¢na
komunikacija u jetri je vrlo vazna (2,3). Hepatociti komuniciraju preko pukotinastih veza/tijesnih
spojeva (engl. gap junction, GJ) koji nastaju interakcijom dva polukanala susjednih stanica tzv.

koneksona od kojih svaki sadrzi Sest koneksina (Slika 1) (4).

[ GJ

Slika 1. Prikaz tijesnog spoja (engl. gap junction, GJ) kojeg Cine dva koneksona (polukanala, engl.
hemichannel, HC) susjednih stanica. Svaki konekson graden je od Sest koneksina koji mogu biti
isti (homotipski) ili razliciti (heterotipski). Na slici razli¢ite boje predstavljaju razlicite koneksine

pa se radi o heterotipskom koneksonu. Slika je izradena u Biorender programu.

Koneksini su ukljuéeni u stani¢ni rast, diferencijaciju i smrt. Nomenklatura koneksina odredena
je po molekularnoj masi u kilodaltonima (kDa). U ljudi je poznato preko dvadeset vrsta
koneksina, a svi imaju Ccetiri transmembranske domene, dvije ekstracelularne petlje,
citoplazmatsku petlju i terminalne domene C i N. Koneksini se medusobno razlikuju po
citosolnom dijelu molekule (4). Od dvadeset koneksina u misa i dvadeset i jednog u covjeka,
devetnaest je svrstano po sekvenci u ortologne parove, a neki koneksini prisutni su iskljucivo u
miSa, odnosno u Covjeka. Ortologni koneksini u misa i Covjeka nalaze se u razlic¢itim tkivima i
stanicama, a geni koji ih izrazavaju na razli¢itim kromosomima. Nomenklatura koneksina po

molekularnoj masi znaci primjerice da koneksin 32 (Cx32) ima molekularnu masu 32 kDa. Pored



nomenklature temeljene na molekularnoj masi, u literaturi se koristi i podjela koneksina u
podgrupe (a, B, y) prema sli¢nosti sekvence i duljini citoplazmatske domene kao i prema
redoslijedu njihova otkrivanja, npr. mCx43 je prvi otkriveni koneksin iz a grupe pa nosi naziv
Gjal, a Cx32 prvi otkriveni iz B grupe pa nosi naziv Gjb1 kod misa, odnosno GJB1 kod covjeka.
Grada gena za koneksin je relativno jednostavna. Egzon 1 sadrzi 5' UTR netranslatiranu regiju
koja je odvojena od kodirajuce regije i sljedecée 3' UTR nekodirajuce regije smjestenih na egzonu

2, ali nemaiju svi geni za koneksine tu strukturu (5,6).

Mjesto oligomerizacije u koneksone ovisi o vrsti koneksina pa se tako Cx43 oligomerizira u trans
Golgijevom aparatu, a Cx32 u endoplazmatskoj mrezici (endomplazmatski retikul, ER) ili na oba
mjesta. U jetri su oligomeri Cx26 pronadeni u ER/Golgi mreZi, a heterotipski oligomeri Cx26 i
Cx32 u ER. Konekson Cx26 se posttranslacijski izravno integrira u staniénu membranu. Koneksini
putuju do staniéne membrane u citoplazmatskim mjehuri¢ima koji se pokreé¢u mikrotubulima.

Koneksini imaju relativno kratki poluZivot i razgraduju se u lizosomu i proteasomu (7).

Transmembranski proteini organizirani u obliku GJ omogucuju medustani¢nu difuziju malih
hidrofilnih molekula velicine <1 kDa u koje spadaju ciklicki adenozin monofosfat (cAMP),
adenozin trifosfat (ATP), glukoza, glutamat, glutation, inozitol trifosfat (IP3), Ca%*, Na*, K* i drugi
ioni (8,9). Svi koneksini osim Cx26 su fosfoproteini. Medustani¢na komunikacija preko
pukotinastih veza (engl. gap junction intercellular communication, GJIC ) je vrlo sloZena.
Fosforilacija koneksina MAP kinazama i kinazama CK1, PKA i PKC sluZi za brzu kontrolu (engl.
fast control) u milisekundama (5). Pored fosforilacije, brzu kontrolu GJIC omogucuju
posttranslacijske modifikacije kao Sto su ubikvitinacija, glikolizacija, N-acetilacija, lipidacija,
metilacija, hidroksilacija, S-nitrozilacija, deamidacija i sumoilacija (11). Spora kontrola (engl.
long-term) raspona u satima, odnosi se na regulaciju izraZaja gena za koneksin. Osim cis/trans
regulacije, prepisivanje gena za koneksin epigenetski se nadzire metilacijom DNA i

postranslacijskim modifikacijama histona (4).

GJ zauzimaju 3% membranske povrsine hepatocita. U jetri je najzastupljeniji koneksin 32 (Cx32),
izrazen u hepatocitima, epitelu Zu¢nih kanali¢a i endotelu sinusoida. Koneksin 26 (Cx26) nalazi
se u manjoj mjeri u hepatocitima, zvjezdastim Ito stanicama, Kupferovim stanicama i endotelu
sinusoida. Koneksini 37 i 40 (Cx37 i Cx40) su izrazeni u endotelu hepatalne arterije i portalne
vene. U vaskularnim stanicama, Kupferovim stanicama, Ito stanicama i endotelu sinusoida

prisutan je koneksin 43 (Cx43) (10).



Tijekom ontogeneze jetre koneksini Cx26 i Cx32 izraZeni su u kasnijoj gestacijskoj dobi (E18), a
njihova koncentracija znacajno naraste dan nakon rodenja. U jetrenim reznjicima se Cx32 nalazi
uglavnom u srednjem i pericentralnom dijelu acinusa, a heterotipski GJ gradeni od Cx26 i Cx32
periportalno. Cx37 i Cx40 izrazeni su veé u ranom razvoju ogranaka hepatalne arterije i portalne
vene, a Cx43 samo u portaloj veni (11,12). Tijekom diferencijacije progenitorskih stanica u
hepatocite smanjuje se izrazaj Cx43, a povedava izrazaj Cx26 i osobito Cx32. U proces su
uklju€eni vitamin A, B-karoten i trijodtironin. Cx32 je u jetri raspodijeljen ravhomjerno, a Cx26
uglavnom u periportalnim hepatocitima (12,13). Glukagon je transkripcijski regulator Cx26. GJIC
u jetri odraslog covjeka je klju¢na za glikogenolizu, izlu¢ivanje zuci i albumina, uklanjanje
amonijaka i ksenobiotsku biotransformaciju. Cx32 GJ ukljucen je u odgovor na glikogenolizu od
periportalnog prema pericentralnoj regiji i otpustanje kalcija iz ER djelovanjem inozitol
trifosfata. Cx32 knock out misevi nakon glikogenoliti¢ke stimulacije imaju manju razinu glukoze

u krvi. Stvaranje i protok zuci u duktulima ovisi o Sirenju valova kalcija kroz Cx-43 GJ (10).

Paneksini su proteini koji, za razliku od koneksina koji mogu oblikovati polukanale ili GJ,
oblikuju samo kanale (14-16) (Slika 2). Panexin kanali i koneksin polukanali sudjeluju u upalnim

procesima (13,17,18).

connexin hemichannel

|

gap junction

y
pannexin channel

Slika 2. Prikaz tijesnih spojeva hepatocita, polukanala koneksina i kanala paneksina. Na slici se
vidi tijesni spoj graden od polukanala susjednih stanica, te polukanali koneksina i kanali
paneksina zaduZeni za komunikaciju stanice s izvanstani¢nim matriksom. Slika je izradena u

Biorender programu.
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Obitelj paneksina (Panxs) ima tri ¢lana - paneksin 1 (Panx1), paneksin 2 (Panx2) i paneksin 3
(Panx3) (19). Paneksini su sliéni koneksinima po gradi i propusnosti (16), a u prvo vrijeme
povezivani su s ineksinima u beskraljeZnjaka (14). Panxl je najviSe izrazen u slezeni, mozgu,
jetri, kozi, hrskavici, pluéima, crijevu, mjehuru, bubregu, eritrocitima, trombocitima i
imunosnim stanicama. Panx2 je uglavhom vezan za Ziv€ani sustav, iako novija istraZzivanja
ukazuju na njegovu prisutnost u drugim tkivima u misa. Panx3 je izrazen u kostima, koZi i
hrskavici. Posttranslacijske modifikacije kao Sto su fosforilacija, S-nitrozilacija i N-glikolizacija
kontroliraju paneksinske kanale (20). Dok GJ kontroliraju medustani¢nu komunikaciju, koneksin
polukanali i paneksin kanali kontroliraju komunikaciju izmedu stanice i vanstani¢nog matriksa
(21). GJ su uglavnom otvoreni u fizioloskim uvjetima, a polukanali za otvaranje trebaju patoloski
okidac€ - povecanu depolarizaciju membrane, poviSenje koncentracije unutarstani¢nog kalcija,
smanjenje koncentracije ekstracelularnog kalcija, mehanic¢ku stimulaciju, oksidativni stres,
promjene u fosforilaciji koneksina, ishemijsko-reperfuzijska oStecenja i upalni proces (22).
Paneksini ne tvore GJ nego ostaju kao kanali. Velika glikozilacija ekstracelularne petlje stericki
prikriva dodirivanje paneksin kanala Sto potencijalno moze biti razlog zasto paneksini ne
sudjeluju u formiranju GJ, kao i razli¢it broj cisteinskih ostataka ekstracelularne petlje koji kod
paneksina iznosi 2, a kod koneksina 3. Naime, cisteinski ostaci tvore disulfidne veze izmedu
ekstracelularnih petlji dva proteina Sto rezultira strukturom beta nabrane ploée u kojoj
vodikove veze prilikom spajanja s polukanalom susjedne stanice stabiliziraju nastalu strukturu
GJ. Takoder, postranslacijske modifikacije koneksina i paneksina mogu utjecati na regulaciju
(polu)kanala. (15,18,23). Koneksini imaju vrijeme poluzivota 1.5 — 5 sati, a paneksini preko 5
sati (18). Paneksini grade N-glikolizirane heksamere (15). Koneksini i paneksini sudjeluju u
otpusStanju ATP-a. Kanali paneksina su vaini za parakrino signaliziranje i posreduju u
transmembranskom transportu Ca*i ATP-a u patoloskim i fizioloSkim uvjetima. Paneksini igraju
ulogu u vazodilataciji, upali, epilepsiji, supresiji tumora i ishemijskoj smrti neurona (16,18).
Stanice u apoptozi otpustaju ATP i UTP putem paneksin kanala. UtiSavanje i potpuni knock out
PANX1 smanjuje otpustanje ATP-a i UTP-a, a prekomjerni izrazaj PANX1 ima suprotni ucinak
(17). Paneksini su dio inflamasoma, te sudjeluju u aktivaciji makrofaga i T stanica u upali.
Apoptozu obiljezava uklanjanje mrtvih stanica u fizioloSkim i patoloskim uvjetima
karakterizirano skvrcavanjem stanice, kondenzacijom kromatina, nastankom apoptotskih
tjeleSaca i razgradnjom pomocu makrofaga. U apoptozi se citosolni C-terminalni kraj Panx1 reze

kaspazom 3 i kaspazom 7. S druge strane, piroptoza je stani¢na smrt karakterizirana aktivacijom
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upalnih kaspaza, bubrenjem stanice i destabilizacijom staniéne membrane (20,24). Paneksini su
uklju€eni u piroptozu u kojoj su aktivirane kaspaza 1 i kaspaza 11. Izvanstanic¢ni ATP djeluje na
P2X7 receptore tako da otvara Panx1 kanale i olakSava ulazak bakterijskih upalnih ¢imbenika u
citosol. Panx1 i Cx43 kolokaliziraju s P2X7 receptorom (13). Panx1 se razgraduje proteolizom u
koju su ukljuc¢ene kaspaze 3 i 7 (25). Osim u stanicnoj membrani, paneksini su otkriveni u ER i
Golgijevom aparatu (16). Polukanali koneksina otpustaju ATP i djeluju kao aktivatori upalnog
signalnog puta NLP3 (engl. pyrin domain-containing protein 3). Izvanstanic¢ni ATP stimulira P2X7
receptore, a posljedicno smanjenje koncentracije K* u citosolu je okida¢ za aktivaciju NLP3
inflamasoma. P2X7 receptori otpustaju IL-1p i IL-18 u izvanstani¢ni matriks i poti¢u upalne
posrednike NO, IL-6 i ¢imbenik nekroze tumora-alfa (TNF-a). U bolesnika s dijabetickom
nefropatijom povedani izrazaj Cx43 u bubreznoj biopsiji povezan je s aktivacijom P2X7 i NLP3

inflamasoma (26).

Osim Sto grade GJ, koneksini imaju interakciju s regulatorima proliferacije, rasta i smrti stanice.
Cx43 reagira s B-kateninom zbog cega je smanjena koli¢ina B-katenina za Wnt signalni put koji
je vazan za proliferaciju. Ako se humane stanice raka jetre transfektiraju s Cx26, smanji se
stani¢na proliferacija, a to je povazano s poveéanim izrazajem E-kadherina i stvaranjem
stani¢nog adhezijskog kompleksa. Cx43 u humanim stanicama raka pluéa povecava izrazaj E-
kadherina i zaustavlja stani¢ni ciklus u fazi G1/S. Prekomjerni izrazaj N-kadherina i Cx43 u
embrionalnim stanicama humanog bubrega suprimira stani¢nu proliferaciju i odgada prelazak
iz G2 u M fazu. To je popraceno povecanim izrazajem p21Cipl i padom aktivnosti kinaze 1
ovisne o ciklinu. ZONAB (engl. ZO-1-associated nucleic acid binding protein) je transkripcijski
¢imbenik u promotorskoj regiji gena za regulaciju stani¢nog rasta. U mozgu Stakora pronadena
je kolokalizacija ZONAB-a s koneksinima Cx30, Cx32, Cx43 i Cx47. U GO fazi se ZO-1 veze s Cx43.
Interakcija ZO-2-Cx43 utvrdena je u GO i S fazi u epitelnim stanicama burega Stakora. Cx43 stupa
u interakciju s NOV (engl. nephroblastoma overexpressed protein) u stanicama glioma i
koriokarcinoma. NOV kontrolira stanicni ciklus jer inhibira proliferaciju. DIgh1 (engl. Discs-Large
homolog 1) je tumor-supresorski protein koji na stanicnoj membrani hepatocita reagira s Cx32
i blokira prijelaz faze GO/G1. Smanjeni izrazaj Cx32 je posljedica prekida interakcije s DIgh1 koji
odlazi u jezgru radi aktivacije proliferacije. Cx26 je povezan sa Bcl-xL i Bax uklju¢enima u
apoptozu (27). Kolokalizacija Cx43 s kaspazom 3 u jetri Stakora sugerira mogucu ulogu
koneksina u apoptozi (28). Polukanali koneksina na membrani mitohondrija sudjeluju u

stani¢nom preZivljavanju. U stanicama raka gusterace Cx43 na mitohondriju interakcijom s Bax
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inducira apoptozu. U apoptozi hepatocita posredovanoj Fas signalnim putom smanjuje se GJIC
zbog smanjenja Cx32. U isto vrijeme raste koncentracija novosintetiziranog Cx32 koji formira
polukanale za koje je pokazano da pospjesuju prijelaz apoptoze u nekrozu (13). Naime, kada

apoptoticne stanice nisu uklonjene, prelaze u upalnu fazu zvanu sekundarna nekroza (29).

U razlic¢itim jetrenim bolestima izrazaj veéine koneksina moze biti promijenjen (30). Kolestaza
je poremedaj u izluCivanju Zuci praéen nakupljanjem Stetnih tvari. Kod eksperimentalnog
podvezivanja zu¢nih kanala utvrden je pad koncentracije Cx32 na mRNA i proteinskoj razini koji
je posredovan p38 MAPK-om. Za razliku od drugih koneksina, Cx43 nije pokazao promjene. U
akutnim i kroni¢nim jetrenim bolestima uzrokovanim virusima, alkoholom, drogom i drugim
oStecenjima, mogude je umnaZanje izvanstani¢nog matriksa, fibroza i ciroza. Klju¢ni dogadaj je
transformacija Ito stanica u miofibroblaste. Glodavci tretirani ugljikovim tetrakloridom imali su
smanjeni izrazaj Cx32 s translokacijom u citoplazmu i jezgru hepatocita i smanjen izrazaj Cx26
i Cx43 u Ito stanicama. U aktiviranim Ito stanicama je Cx43 poviSen na proteinskoj i mRNA razini
te je povecana njegova fosforilacija i GJIC. Izrazaj Cx32 smanjen je u hepatitisu. Povecano
stvaranje Cx43 utvrdeno je in vivo u upali i povezano je s aktivnoséu Kupferovih stanica. U
ishemiji i reperfuzijskom ostedenju nastaju slobodni radikali kisika. U stani¢noj kulturi u
primarnim hepatocitima Stakora vodikov peroksid (H,02) uzrokuje smanjeni izrazaj Cx32 i
blokadu GIJIC. Oksidativni stres i blokada GJIC pomoéu H;0; i parakvata dokazani su u
primarnim hepatocitima misa (31). Interleukin IL-1b smanjuje razinu Cx32 i GJIC. mRNA Cx26 je
povisena nakon izlaganja imortaliziranih hepatocita IL-1, IL-6 i TNF-a. Isto vrijedi za mRNA Cx43
u primarnim Ito stanicama nakon izlaganja LPS-u ili IL-1b (22). U hepatocelularnom karcinomu
(HCC) izrazaj Cx26 je smanjen zbog DNA hipermetilacije. Cx32 se nakuplja u citoplazmi HCC
stanica i povecéava njihov metastatski potencijal, a Cx43 se povecava u citoplazmi i stani¢noj

membrani (32).

Kao testiranii eventualno potencijalni terapeutici predlazu se gliciretinska kiselina i derivati npr.
karbenoksolon, dugolancani alkoholi heptanol i oktanol, halogenirani hlapljivi anestetici
halotan i enfluran, masne kiseline od kojih neke imaju antagonisti¢ku ulogu, fenamati, kvinini i
analozi, 2-APB (2-aminoetoksidifenil borat), poliamini, ciklodekstrini i metilensko modrilo.
Predlozeni su RNA inhibitori i inhibitori temeljeni na protutijelima koja prepoznaju

ekstracelularnu regiju koneksina kao polukanala i inhibitori temeljeni na peptidima (33).
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1.2. Embrionalni razvoj jetre u misa, grada i funkcija jetre

U misa jetra nastaje iz prednjeg crijeva endoderma koji se oblikuje tijekom gastrulacije (Slika 3)
(34,35). Oko embrionalnog dana E6.5-7.5 nastaje endoderm koji se tijekom E7-8.5 podijeli na
prednje, srednje i straznje crijevo. Oko devetog dana formira se jetreni divertikul od Cijeg e se
prednjeg dijela razviti jetra i intrahepatalni Zu¢ni kanali¢i, a od straznjeg dijela Zu€ni mjehur i
ekstrahepatalni Zu¢ni vodovi (35). Hepatoblasti se oko E9.5 odvajaju od epitela i urastaju u
popreénu pregradu mezenhima (septum transversum mezenhim, kratica STM) kako bi
oblikovali jetreni pupoljak (36). Jetreni pupoljak brzo raste od desetog do petnaestog dana jer
treba preuzeti ulogu glavnog hematopoetskog organa. Oko E13 hepatoblasti se pocinju
diferencirati i taj se proces nastavlja poslije rodenja. Hepatoblasti u blizini portalnih vena
diferenciraju se u epitel Zu¢nih kanaliéa, a vecina hepatoblasta diferencira se u hepatocite na

koje otpada 70-80 % zrele jetre (35,37).

formacija endoderma

prednje
crijevo jetreni diferencijacija postnatalni
divertikulum hepatoblasta razvoj
srednje
crijevo
Jetreni
pupoljak
/-.._‘st_r_ain}e
crijevo
E7 E8 E9 E10 E15

Slika 3. Razvoj jetre misa. Endoderm je oznacen svijetlosmedom bojom, jetra crvenom, Zucni
mjehur zelenom. Tijekom gastrulacije (E6.5-7.5) nastaje endoderm koji se tijekom embrionalnih
dana E7-8.5 dijeli na prednje, srednje i straznje crijevo. Oko E9 nastaje jetreni divertikul koji oko
E10 izrasta u jetreni pupoljak. Jetra raste i hepatoblasti se diferenciraju u hepatocite i epitel

zucnih kanali¢a. Razvoj jetre nastavlja se i nakon rodenja.

U embrionalnom razvoju endoderma i mezoderma klju¢nu ulogu imaju s Nodalom povezani
ligandi koji pripadaju obitelji transformiraju¢eg faktora rasta beta (38). Nodal potice izrazaj
transkripcijskih ¢cimbenika endoderma kao $to su Sox17 i FoxA1-3 (39). U ranom razvoju moguce

je identificirati prednje, srednje i straznje crijevo po transkripcijskim ¢imbenicima jer Hhex
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(engl. hematopoietically-expressed homeobox) odgovara prednjem, Pdx1 (engl. pancreatic
duodenum homeobox 1) srednjem, a Cdx (engl. caudal homologue) straznjem crijevu. Da bi se
moglo razviti prednje crijevo, Wnt signalni put mora biti inhibiran (35). Za indukciju jetrenih
gena potrebni su kostani morfogenetski proteini (BMP) iz STM i fibroblasti¢ni ¢imbenici rasta
(FGF) iz mezoderma (40). Silazno of FGF je MAP kinazni put koji regulira izraZaj jetrenih gena, a
PI3 kinazni put potice rast jetre (41). Jetreni geni za albumin, AFP (a-fetoprotein) i Hnfda (engl.
hepatocyte nuclear factor) izrazeni su ve¢ oko E8.5 do E9 (42). Proces delaminacije hepatoblasta
jetrenog divertikula od epitela i urastanje u STM da bi se stvorio jetreni pupoljak prate
transkripcijski ¢imbenici Hhex, Gata4, Gata6, Prox 1, Onecut-1 (OC-1) i Onecut-2 (OC-2)
(35,43,44). STM i jetreni mezenhim izrazavaju ¢imbenike rasta poput BMP, FGF, TGF B, Wnt, Ra
i druge koji promoviraju migraciju i proliferaciju hepatoblasta (35). Za razliku od razvoja
endoderma u kojem je Wnt/B-katenin signalni put inhibiran, od E10 B-katenin promovira rast
jetre (35,45-48). Hepatoblasti izrazavaju gene za hepatocite (albumin, Hnf4a), epitel Zuénih
kanali¢a (citokeratin 19) i jetrene gene (a-fetoprotein). Hepatoblasti u blizini portalnih vena
povedavaju izrazaj citokeratina 19 (CK-19) i smanjuju izrazaj jetrenih gena kako bi se
diferencirali u epitel Zuénih kanaliéa. Hepatoblasti jetrenog parenhima diferenciraju se u
hepatocite (35). Uz HGF i Wnt, diferencijaciju hepatocita promoviraju citokin OSM (Onkostatin
M) i glukokortikoidi iz hematopoetskih stanica u jetri (49-52). Diferencijaciju epitela Zu¢nih
kanali¢a poticu TGF B, Wnt, Notch i Wnt/ B-katenin signalni putovi. Hepatoblasti povecavaju
izrazaj transkripcijskih ¢imbenika epitela Zuénih kanali¢éa, OC1/HNF6, OC2 i HNF1B (35). lako
zucni mjehur i ekstrahepatalni Zu¢ni putovi imaju drugo podrijetlo, za razvoj su im potrebni
zajednicki ¢imbenici poput HNF6, Hhex i Hex1. S druge strane, transkripcijski ¢imbenik Foxfl
poti¢e razvoj samo zu¢nog mjehura i ekstrahepati¢nih Zuc¢nih kanala (35,53). Stanice strome,

Kupferove stanice, Ito stanice i krvne Zile potje¢u od embrionalnog mezoderma (35,54).

Jetra igra vaznu ulogu u metabolizmu: regulira glikemiju, sudjeluje u sintezi ureje, lipida,
ketonskih tijela, sintezi i razgradnji proteina plazme, stvaranju i izluéivanju Zuci. Imunoloska
uloga ocituje se kroz detoksifikaciju i razgradnju ROSa (engl. reactive oxygen species). Jetra
sudjeluje u sintezi i otpustanju hormona i uz njih vezanih proteina, igra vaznu hematopoetsku
ulogu u fetalno vrijeme, skladiste je krvi, regulira pH krvi i sudjeluje u sintezi i razgradnji
komponenata izvanstani¢nog matriksa (2). U zreloj jetri portalnu trijadu sacinjavaju Zucni
kanali¢, ogranak jetrene arterije i portalne vene, a nalaze se jo$ limfne Zile i Zivci. Acinusi su

osnovna funkcionalna jedinica jetre, gradeni su od hepatocita zrakasto poredanih u dvoredne
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ploce odvojene sinusoidama. U sinusoide se ulijeva mijeSana krv iz portalne vene i hepatalne
arterije i u srediStu acinusa ulijeva u centralnu venu od koje nastaje hepatalna vena (2). Krvna
plazma oplakuje hepatocite sto omogucava izmjenu metabolita i toksina. Hepatociti izlu¢uju
zuc koja se preko Zucnih kapilara i Zu¢nih kanali¢a prenosi do ekstrahepati¢nih Zuénih vodova i

u Zuc€ni mjehur (35).

Hepatocit je poligonalna epitelna stanica s centralno smjestenom jezgrom u kojoj su jedna do
dvije jezgrice. Hepatociti mogu biti diploidni i poliploidni. Citoplazma je eozinofilna zbog
hrapave endoplazmatske mreZice i zrnata zbog glikogena. U sinusoidama su endotelne i
Kupferove stanice poduprte retikulinskim vlaknima. Nepotpuna bazalna membrana endotela
olakSava izmjenu tvari izmedu krvi i hepatocita (55-58). Kupferove stanice pripadaju
fagocitnom sustavu. Izmedu endotela i hepatocita je Disseov prostor, mjesto medustanicne
izmjene tvari koje sadrzi plazmu, vezivo i lipocite tzv. Ito stanice i NK stanice. Vezivo duz
sinusoida je gradeno od kolagena tipa Ill, IV i laminina. Lipociti su skladiSta masti i vitamina A,
a preformirani u miofibroblaste sintetiziraju kolagen. Ekstracelularni matriks u portalnim
prostorima graden je od kolagena tipa |. Kolagen IV i V i laminin nalaze se u bazalnoj membrani

krvnih Zila i Zu¢nih kanala (55).

Jedna od osnovnih funkcija jetre je proizvodnja Zudi koja sadrzi zu¢ne kiseline, kolesterol,
elektrolite i Zuéni pigment. Hepatociti izluéuju Zu¢ u Zucne kanaliée koji su povezani s
ekstrahepati¢nim Zuénim vodovima. Preko cisticCnog voda Zu¢ dolazi do Zu¢nog mjehura i
tijekom obroka vraca u Zu€ovod i otpusta u dvanaesnik. Dva hepatalna kanala, cisti¢ni kanal i
Zucovod pripadaju ekstrahepatickim Zu¢nim kanalima. ObloZeni su kolangiocitima. Nastaju oko
E13.5-14.5 iz hepatoblasta u blizini portalnog mezenhima. Oko E15.5 pretece epitela Zuc€nih
kanali¢a tvore jednoslojni prsten oko portalnog mezenhima, odnosno duktalnu plocu, zatim se
razvije drugi sloj te proSirenja izmedu njih i tako nastaju kanali. Prije rodenja, Zuéni kanali su

potpuno inkorporirani u mezenhim portalnih prostora (37).

80 % krvi bogate hranjivim tvarima jetra prima iz portalne vene, a 20 % krvi bogate kisikom iz
hepatalne arterije. Portalna vena se grana na interlobularne vene, raspodjelne venule i ulazne
venule koje ulaze u sinusoide. Sinusoide zrakasto teku prema centralnoj veni koja se postupno
prosSiruje primajuci sve viSe i viSe sinusoida. Na bazi reznjica centralne vene se ulijevaju u
prijelazne sublobularne vene koje se spajaju u dvije ili viSe hepatalnih vena i ulijevaju u donju

Suplju venu. Glavna uloga portalnog sustava je prijenos krvi bogate hranjivim tvarima
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apsorbiranima u tankom crijevu, te krvi iz slezene i guSterace. Hepatalna arterija prenosi do
hepatocita krv bogatu kisikom. Hepatalna arterija se grana na interlobularne arterije od kojih
neke opskrbljuju portalne prostore, a druge se granaju u arteriole koje ulaze u sinusoide gdje
se mijesSa arterijska i portalna venska krv. Krv, hranjive tvari i toksi¢ne tvari teku od periferije
prema srediStu reZnji¢a pa se svojstva perilobularnih hepatocita razlikuju od hepatocita u

srediStu reznjica, Sto je posebno vazno u patologiji jetre (59).

1.3. Reelin signalni put i Dab1 -/- (yotari) misevi

Reelin je izvanstanicni glikoprotein koji regulira migraciju neurona i stvaranje stani¢nog sloja
tijekom razvoja mozga (60,61). U embrionalno vrijeme Cajal-Retziusove stanice izrazavaju
reelin. Te stanice umiru u neokorteksu neposredno nakon rodenja i ne mogu se naci nakon
zavrSetka migracije neurona (63). U ranom postnatalnom razdoblju u hipokampusu Cajal-
Retziusove stanice i dalje izrazavaju reelin, Sto pridonosi grananju i razvoju aksona i dendrita
(60). Postnatalno ga izlucuju GABA-ergi¢ni interneuroni i time utje€u na sinapti¢ku aktivnost i
plasticnost. RELN (reelin gen) se prepisuje u jezgri, prevodi u protein na hrapavoj ER i
posttranslacijski oblikuje u Golgijevom aparatu (62). Izlu¢eni reelin cijepaju metaloproteinaze
na N i C terminalne fragmente (Nt i Ct) i centralni fragment (C) koji je vazan za prijenos signala.
Cedée se nalazi potpuni slijed proteina nego centralni fragment jer N terminalna regija potice
agregaciju, a C terminalna regija pravilno oblikovanje proteina (engl. folding) (60,63). U misa je
molekularna masa reelina 385 kDa i ima 95.2%-tnu slicnost s humanim proteinom (64). Grada
proteina temelji se na osam ponavljajucih sekvenci smjestenih oko epidermalnog ¢imbenika

rasta (EGF, engl. epidermal growth factor) (60).

Glavni receptori reelina su iz obitelji lipoproteinskih receptora niske gustoce: apolipoprotein E
receptor 2 (ApoER2) i lipoproteinski receptor jako niske gustoée (VLDLR od engl. very low-
density lipoprotein receptor). Dvostruki knock-out tih receptora u misa izrazava isti fenotip kao
reeler (RELN -/- mis). C fragment reelina je bitan za interakciju ApoER2/VLDLR, prijenos signala
i oblikovanje kortikalnog moZdanog sloja. Unato¢ funkcionalnom preklapanju, navedeni

receptori igraju razlic¢ite uloge u migraciji neurona. VLDLR je izrazen u apikalnim procesima
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razvoja neurokorteksa. ApoER2 je izrazen u meduzoni i vaZzan je u tranziciji multipolarne na

bipolarnu morfologiju i ranu fazu radijalne migracije (60,63,65).

Reeler mutant miSevi (RELN -/-) klini¢ki pokazuju ataksiju, tremor, poremecaj motoricke
koordinacije i nepravilan hod. Imaju hipoplaziju malog mozga jer Purkinjeove stanice nisu
oblikovale stanicni sloj, te druge neuroloSke abnormalnosti jer radijalni neuroni nisu dospjeli na
ispravne pozicije tijekom razvoja mozga (64,66,67). Prenatalno je reelin odgovoran za migraciju
neurona, a postnatalno potice razvoj dendrita i sinapticku plasti¢nost. Heterozigotni reeler mis
smatran je mehanickim modelom za proucavanje sniZenja regulacije RELN u shizofreniji ili
lateralnoj temporalnoj epilepsiji (60,68,69). Reelin je riziéni cimbenik za autizam i potencijalno
druge neuroloske poremecaje (70-73). U miseva starih dva mjeseca inaktivacija RELN ne utjece
na strukturu velikog i malog mozga, Sto jos vise isti¢e njegovu vaznost tijekom embrionalnog
razvoja (74). Od drugih transmembranskih proteina, B1 integrini su bili predloZeni kao
potencijalni receptori, ali vjerojatno sudjeluju u kortikogenezi kao nizvodni ¢imbenici pa VLDLR

i ApoEr2 ostaju najvazniji receptori za reelin (60).

Intracelularni adaptor za reelin signalni put je Dabl (engl. Disabled-1) koji se veie na
citoplazmatski kraj ApoER1 i VLDLR (60,75). Za NPPXY citoplazmatsku domenu tih
lipoproteinskih receptora vezie se PTB (engl. phosphotyrosine binding) domena Dabl (76).
Nakon vezanja reelina na receptore, Fyni Src kinaze forsoriliraju Dab1 sto je kljuéno za migraciju
neurona. Fosfo-mutant Dabl miSevi, Fyn/Src knock out misevi i Dabl knock out misevi imaju
fenotip slican reeler (RELN -/-) misevima (76—82). Nakon prijenosa signala, fosfoDab1l bude
podvrgnut ubikvitinaciji pomocu Cullin 5 E3 ubikvitin ligaze i razgraden u proteasomu (60,83).
Nizvodno od tog kanonskog puta, razli¢iti signalni putovi reguliraju specifiécne bioloske
aktivnosti u razvoju mozga. Prenatalno, reelin preko Crk/C3G/Rapl signalnog puta
(protoonkogen C/¢imbenik zamjene gvanin nukleotida/protein 1 vezan na RAS) kontrolira
migraciju neurona i stvaranje kortikalnog sloja. Rezultat je regulacija funkcije adhezijskih
molekula nektina 3, N-kadherinaiintegrina a5B1, Sto olakSava somalnu translokaciju i stvaranje
kortikalnog sloja. Tijekom ranog postnatalnog razvoja Crk adaptorski proteini idu preko PI3K-
Akt-mTOR (fosfatidil inozitol 3-kinaza-Ser/Thr kinaza B— sisavacka meta za rapamicin) i poticu
translaciju proteina vaznih za razvoj dendrita i kraljeznice. U kasnom postanatalnom razvoju i
odrasloj dobi, ApoER2 u interakciji s NMDAR (N-metil-D-aspartat) receptorom preko PSD-95

(protein postsinapticke gustoée 95) utice na priljev Ca2*i aktivaciju kalcij kalmodulin ovisne
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kinaze (kratica Camll). Signalni put moZe iéi preko nepoznatog receptora koji aktivira signalni
put MEK-Erk1/2 (mitogenom aktivirana kinaza/ekstracelularnim signalima aktivirana
kinazal/2) pomodu Src/Fyn kinaza. Oba signalna puta poticu transkripciju neposrednih ranih
gena ukljucenih u ucenje i pamdéenje, te utjeCu na sinapti¢ku aktivnost i plasti¢nost (60) (Slika

4).

a) migracija neurona b) razvoj neurona c) sinapticka aktivnost i plasti¢nost
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Slika 4. Reelin signalni putovi. Ekstracelularni reelin se veZe na receptore ApoER2 i VLDR koji
aktiviraju Src/Fyn kinaze, a one fosforiliraju intracelularni Dab1. a) Prenatalno reelin kontrolira
migraciju neurona i stvaranje kortikalnog sloja preko Crk/C3G/Rap1 signalnog puta. Taj put
regulira funkciju adhezijskih molekula nectina 3, N-kadherina i integrina a5B1 koji olakSavaju
somalnu translokaciju i stvaranje stani¢nog sloja. b) Tijekom ranog postnatalnog razvoja Crk
adaptorski proteini i PI3K/Akt/mTOR signalni put poticu translaciju proteina i razvoj dendrita.
c) U kasnijem postnatalnom razvoju i odrasloj dobi reelin je vazan u funkciji sinapsa i plasti¢nosti
mozga. Signalni put dijelom ide preko receptora ApoER2 koji reagira s NMDR preko PSD-95 i
uzrokuje priljev Ca%* i aktivaciju CamKIl. Drugi nadin je od nepoznatog receptora koji aktivira

MEK/ERK % signalni put preko Src/Fyn kinaza. Navedeni putovi poti¢u sinapticku aktivnost i
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plasti¢nost indukcijom neposrednih ranih gena uklju¢enih u u€enje i paméenje. Za izradu slike

koristen je Biorender program.

Autosomalno recesivni mutanti Dab1 miSevi (yotari i scrambler) imaju slican fenotip kao reeler
misSevi (76,79,84) i miSevi s mutacijama ApoER2 i VLDLR (75). U svih se nalazi nepravilna
kortikalna laminacija, smanjeni mali mozak s nedostatkom folijacije i ektopija neurona (79).
Mali mozak homozigotnih yotari miSeva je hipoplasti¢an i bez folijacije. Molekularni i granularni
stani¢ni sloj se mogu razlikovati, a Purkinjeove stanice su razbacane po bijeloj tvari i
granularnom sloju. Narusena je laminarna struktura kore i oblikovanje hipokampusa (81). Yotari
miSevi imaju sinapticke malformacije i kognitivna osteéenja hipokampusa. Do 10. postnatalnog
dana yotari miSevi imaju normalno ponasanje, a od 15. dana manifestiraju ataksiju, tremor,
nepravilan hod i ¢esto se prevréu na leda (79). Drhtanje, nestabilan hod i smrt izmedu 20. i 30.
postnatalnog dana su glavne karakteristike yotari misa. Njihov vrlo kratki Zivotni vijek oteZava

Sire znanstveno proucavanje (86).

Dosadasnja istrazivanja reelina bila su vezana ponajviSe za razvoj Ziv€éanog sustava i ulogu u
neuroloskim nepravilnostima. U novije vrijeme analizira se uloga reelina u drugim tkivima i
organima pa je tako potvrden izrazaj reelina u slezeni, bubrezima, jetri, testisima, intersticiju
jajnika, srzi nadbubrezZne Zlijezde, zreloj jetri, hipofizi, prisutnost u humanoj plazmi, te plazmi
Stakora i miSeva (64,85—-87). Uloga reelin signalnog puta istraZena je u razvoju odontoblasta,
mlije¢nih Zlijezda, limfnih putova, tankog crijeva, slinovnice, kosti i hrskavice (85,88-95). Reelin

ima ulogu u fibrozi jetre i reumatoidnom artritisu, karcinomu i drugim bolestima (96-103).

U jetri je reelin izrazen u Ito stanicama, a manje u hepatocitima (85,99,103—-105). Jetra reeler
miSeva ne pokazuje morfoloske nepravilnosti. Izrazaj reelina je veéi u aktivnim Ito stanicama
miSa nego neaktivnima, te u Stakora s fibrozom u usporedbi s kontrolnom skupinom
(85,87,99,106). Razina reelina u hepatocitima ne mijenja se u odgovoru na osteéenje ako je
proliferacija hepatocita bila blokirana delecijom DDB1 (engl. damage specific DNA-binding
protein 1). Proliferirajuce ovalne stanice su visSe izraZzavale reelin nego ovalne stanice jetre u
miseva podvrgnutih kemijski izazvanoj ozljedi (107). U bolesnika s cirozom je veca razina reelina
nego u zdravoj kontroli (99). U bolesnika zarazenih virusom hepatitisa C reelin je biljeg za
progresiju fibroze jetre (103). Bududéi da reelin izrazavaju Ito stanice/miofibroblasti, broj im se

znacajno povecava s napretkom fibroze jetre (108). Dab1 je izrazen u duktularnom epitelu, a
20



reelin posrednik u aktivaciji duktularnih stanica od strane Ito stanica (85). Izrazaj Dab1 dokazan
je u fetalnom bubregu (109), a koneksini predlozeni kao potencijalni pokazatelji narusene

funkcije bubrega (110), Sto je dokazano na yotari miSevima (111).
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2. CILUEVI I HIPOTEZA
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2.1.

Ciljevi istrazivanja

Primjenom imunofluorescencije analizirati izrazaj koneksina (Cxs), paneksina 1 (Panx1),

induciraju¢eg cimbenika apoptoze (AIF) i kaspaze 3 (cas3) u embrionalnoj jetri yotari i

kontrolnih wild type (wt) miSeva u razvojnom dobu E13.5i E15.5, te istraZiti potencijalni reelin

signalni put u embrionalnoj jetri.

Specifi¢ni ciljevi istraZivanja:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

2.2.

Analizirati i usporediti izrazaj koneksina Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 u
embrionalnoj jetri yotari i wt miseva

Analizirati i usporediti izrazaj paneksina 1, induciraju¢eg ¢imbenika apoptoze i kaspaze
3 u embrionalnoj jetri yotari i wt miSeva

Usporediti izrazaj navedenih koneksina, paneksina, induciraju¢eg ¢imbenikaa apoptoze
i kaspaze 3 u embrionalnoj jetri wt miSeva izmedu dva razvojna doba, E13.5i E15.5
Usporediti izrazaj navedenih koneksina, paneksina, inducirajuceg ¢imbenika apoptoze i
kaspaze 3 u embrioinalnoj jetri yotari miSeva izmedu dva razvojna doba, E13.5i E15.5
Ispitati potencijalni reelin signalni put u embrionalnoj jetri wt i yotari miSeva analizom
izrazaja reelina, ERK, mTOR i p38

Ispitati i usporediti izrazaj potencijalnih upalnih ¢imbenika TGF 1 i a-SMA u
embrionalnoj jetri yotari miseva i wt miSeva

Ispitati mogudu kolokalizaciju Cx43 i kaspaze 3

Usporediti histolosku gradu embrionalne jetre yotari i wt miSeva u dva razvojna doba,

E13.5i E15.5

Hipoteza istrazivanja

Genski izrazaj koneksina je promijenjen u embrionalnoj jetri yotari miseva i upuduje na

poremedéaj staniéne komunikacije vazne za razvoj i funkciju jetre.
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3. MATERIUJALI I METODE
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3.1. Eticka dozvola

Doktorska disertacija izradena je u sklopu HRZZ projekta voditeljice prof. dr. sc. Katarine
Vukojevi¢, dr. med. u suradnji s Mediteranskim Institutom za istrazivanje Zivota (MedILS) i Shiga
University of Medical Science, Otsu, Japan. Naziv HRZZ projekta glasi: ,Karakterizacija kandidat
gena za kongenitalne anomalije bubrega i urotrakta tijekom razvoja u misai ¢ovjeka”. Sukladno
odredbi ¢lanka 16. Etickog kodeksa Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu Povjerenstvo je
jednoglasno iznijelo stav da je predmetno istrazivanje u skladu s odredbama Etickog kodeksa
koje reguliraju istrazivanja na ljudima i Zivotinjama u znanstvenom, istrazivackom i stru¢nom

radu i etickim nacelima Helsinske deklaracije.
Klasa: 003-08/16-03/0001

Ur.br.:2181-198-03-04-16-0024

3.2. Animalni uzorci

Dabl homozigotne Zivotinje dobivene su krizanjem heterozigota od strane kompanije Jackson
Laboratories. C57BL/6N miSevi uzgajani su u temperaturno kontroliranim uvjetima (23+2°C), u
standardnim polikarbonatnim kavezima uz izmjenu 12h dan/no¢ ciklusa i s neograni¢enim
pristupom vodi i hrani. U svakom kavezu bili su prisutni divlji tip (wt/wt) misa, heterozigot
(wt/yot) te homozigot Dabl knock out (yot/yot). Quigen kit koriSten je za izolaciju DNA iz

repova zivotinja. PoCetnice koristene za genotipiziranje PCR analizom su:
divlji tip: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i CCTTGTTTCTTTGCTTTAAGGCTGT
yotari: GCCCTTCAGCATCACCATGCT i CAGTGAGTACATATTGTGTGAGTTCC.

Embrionalnog dana 13.5 (E13.5) i 15.5 (E15.5) miSevi su anestezirani i transkardijalno
perfundirani PBS-om i 4% paraformaldehidom u 0.1 M PBSa. Embriji su izdvojeni i fiksirani preko

noc¢i pomoéu 4% PFA u 0.1 M PBS.
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3.3. Imunofluorescencija

Nakon fiksacije uzorci su isprani PBS-om i dehidrirani u gradijentu etanolu (25%, 50%, 75%, 90%,
100%), izbistreni u ksilenu, parafinirani i uklopljeni u parafinske blokove. Rezovi debljine 5 um
izrezani na mikrotomu montirani su na predmetnice. Prije standardnog HE i
imunofluorescentnog bojenja, deparafinirani su u ksilenu, rehidrirani u silaznom gradijentu

etanola (100%, 90%, 75%, 25%) i isprani u vodi.

3.4. Hematoksilin-eozin bojanje

Hematoksilin-eozin bojanje (HE) omogucuje jasno razlikovanje tkivnih struktura u histoloskom
preparatu. Hematoksilin plavo boji jezgru i kisele komponente, a eozin ruzi¢asto boji
citoplazmu, misi¢na vlakna, vezivno tkivo i eritrocite. Svako deseti rez dobiven mikrotomom
obojen je HE metodom za provjeru o€uvanosti i preglednosti uzoraka za ciljana istrazivanja.
Nakon deparafinizacije i rehidracije uzorci su inkubirani 15 minuta u Meyerovoj otopini
hematoksilina nakon ¢ega su isprani u mlakoj alkalnoj vodovodnoj vodi i inkubirani 5 minuta u
otopini eozina. Nakon dehidracije i bistrenja, apliciran je medij za uklapanje Canada balzam i
preparat pokriven pokrovnicom. UspjeSnost pripreme uzoraka za daljnje pokuse provjerena je

svjetlosnim mikroskopom (Olympus BX40, Tokyo, Japan).

3.5. Imunofluorescencijsko bojanje

U svrhu otkrivanja epitopa, nakon deparafinizacije i rehidracije, preparati su kuhani u citratnom
puferu (pH 6), 20 minuta na 95 °C, ohladeni na sobnoj temperaturi i isprani PBS-om. Buduci da
se na jednom predmetnom stakalcu nalazilo vise razlicitih embrija istog genotipa, medusobno
su odvojeni PAP Pen-om. Kako bi izbjegli nespecifi¢na vezanja, uzorci su inkubirani u puferu za
blokiranje proteina (ab64226, Abcam, Cambridge, UK) 30 minuta na sobnojtemperaturi. Nakon
toga nanesena su primarna protutijela razrijedena s radnom otopinom PBS (Tablica 1).
Preparati su inkubirani preko no¢i u tamnoj vlaznoj komori kako bi se primarna antitijela sto
bolje vezala za ciljne antigene. Sljedec¢i dan uzorci su isprani s PBS-om i inkubirani s
odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima 1 sat na sobnoj temperaturi, u tamnoj vlaznoj
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komori. Potom su preparati isprani PBS-om i apliciran je DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) 1
minutu na sobnoj temperaturi, za obojenje jezgara. Uzorci su potom isprani PBS-om i
destiliranom vodom, uklopljeni u medij (Immuno-Mount, Thermo Shandon) i pokriveni

pokrovnicom.

3.6. Svjetlosna fluorescencijska mikroskopija

Za analiziranje preparata koriSten je svjetlosni i fluorescencijski mikroskop (Olympus BX51,
Tokyo, Japan) koji je opremljen digitalnom kamerom Nikon DP71 (Olympus, Tokyo, Japan). Za
fluorescencijsku mikroskopiju koriStena su tri razli¢ita fluorescencijska kanala. U svakom
preparatu analizirano je 15 reprezentativnih vidnih polja najveceg povecanja (1000x, imerzijsko

ulje) i slikani su s istim postavkama kamere.

3.7. Obradaianaliza dobivenih podataka

Za evaluaciju, obradu i prikupljanje podataka koriSteni su racunalni programi ImagelJ (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) i Adobe Photoshop (Adobe Inc., San Jose, California,
USA). Naredbe ,split channels” i ,image calculator” u Image) programu koriStene su za
uklanjanje nespecificnog bojanja. Fotografije su preklapane u Adobe Photoshop programu i
izraCunat je postotak povrsine vidnog polja prekriven pozitivnim signalom. Obradu fotografija i
racunanje postotka povrsine prekrivenog pozitivnim signalom radila su neovisno tri istrazivaca.
Autofluorescencijsko bojanje primjerice eritrocita isklju¢eno je prilikom obrade fotografija kako

bi se izbjegao lazno pozitivni signal.

3.8. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza je provedena koriStenjem GraphPad Software 8.3 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). Statisticka znacajanost odredena je vrijednoséu P<0.05 i intervalom pouzdanosti

(Cl) od 95%. One-way ANOVA test uz Tukey's test koriSten je za usporedbu imunoizrazaja
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izmedu ispitivanih skupina. Cetiri uzorka po svakoj od skupina (wt E13.5, wt E15.5, yot E13.5,

yot E15.5) analizirani su za svako protutijelo.

Tablica 1. Primarna i sekundarna protutijela upotrijebljena u istraZivanju

Kataloski

Protutijela broj Domacdin [Razrijedenje |lzvor
CSB-

Cx26, GJB2 PA009452L [Zec 1:50 Cusabio (Wuhan, Kina)
AO1HU

Cx32, GJB1 CSB- Zec 1:100 Cusabio (Wuhan, Kina)

! PA008853 ’ !
Anti-Cx37/GJA4 ab181701 |[Zec 1:300 Abcam (Cambridge, UK)
Anti-Cx40/GJA5 ab213688 |[Zec 1:50 Abcam (Cambridge, UK)
Anti-Cx43/GJA1 ab87645 Koza 1:100 Abcam (Cambridge, UK)
Anti-Cx45/GJA7 ab135474 |[Zec 1:50 Abcam (Cambridge, UK)
Anti-pannexin1/PANX1 ABN242  [Zec 1:150 MerckKGaA (Darmstadt,

© Njemacka)
[
€ [Human/Mouse/Rat AlF AF5824  [Ovca  [1:300 R&DSystems (Minneapolis,
& MN, SAD)
Recombinant Anti-Caspase-3 ] .
Antibody E87 ab32351 [Zec 1:50 Abcam (Cambridge, UK)
Anti-reelin E-5 sc-25346  |Mis 1:50 Santa Cruz Bt. (Texas,TX, SAD)
Cell Signaling Techn. (Danvers,
1 .
P44/42 MAPK (Erk %) 137F5 4695 Zec 1:250 MA, SAD)
Thermo Fisher Scientific
MTOR Polyclonal PA5-34663 [Zec 1:100 (Waltham, MA, SAD)
. ] Cell Signaling Techn. (Danvers,
p38 MAPK Antibody 9212 Zec 1:100 MA, SAD)
Recombinant Anti-TGF betal .
EPR21143 ab215715 |[Zec 1:100 Abcam (Cambridge,UK)
Smooth muscle actin 1A4 M0851 Mis 1:200 Dako (Njemacka)
Donkey Anti-Goat IgG Alexa Fluor ) Abcam
188 ab150129 |Magarac (1:400 (Cambridge, UK)
Donkey Anti-Rabbit IgG Alexa Abcam
1 1
Fluor 488 ab150073  Magarac 1:400 (Cambridge, UK)
Rhodamine (TRITC)
© . Jackson Immuno Research
c |AffiniPure 711-025- . .
5 Magarac (1:400 Laboratories, Inc., (Baltimore,
° Donkey 152 PA, SAD)
2 |Anti-Rabbit IgG !
et . - Uackson Immuno Research
Rhodamine Red—XaffiniPure 713-295- . .
Donkex Anti-Sheeb 16G 003 Magarac [1:400 Laboratories, Inc., (Baltimore,
P8 PA, SAD)
Anti-mouse IgG 715-295 Magarac A JLaacl:)I::ar':(lrrril(;zulrrlrz R(e;:Iiirr;hore
Rhodamine Red 151 & e ’

PA, SAD
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4. REZULTATI
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U embrionalnoj jetri wt i yotari (Dab1 -/-) miseva ispitana je stanicna komunikacija preko GJ
u embrionalnim danima, E13.5 i E15.5. Analiziran je imunoizrazaj koneksina Cx26, Cx32, Cx37,
Cx40, Cx43 i Cx45. Stvaranje polukanala i sklonost apoptozi ispitani su analizom imunoizrazaja
Panx1, AIF i cas3. MorfoloSke razlike embrionalne jetre wt i yotari miSeva analizirane su
histoloski na HE preparatima u E13.5i E15.5. Potencijalni reelin signalni put u embrionalnoj jetri
istrazen je analizom izrazaja reelina, ERK, mTOR i p38. Analiziran je i usporeden izrazaj
potencijalnih upalnih biljega TGF B1 i alfa SMA u embrionalnoj jetri wt i yotari miSeva u E13.5i
E15.5.

4.1. Morfoloska grada jetre wild type i yotari misa

Na preparatima obojenim HE metodom svjetlosno mikroskopski je analizirana grada jetre u wt
i yotari miSeva tijekom ranog (E13.5) i kasnijeg (E15.5) razvoja jetre. Nisu uocene nepravilnosti

embrionalne jetrene grade yotari miSeva u odnosu na wt miseve (Slika 5).

Slika 5. Hematoksilin-eozin bojanje embrionalne jetre wt i yotari miSeva. wt (a) i yot (b) jetra
embrionalnog dana 13.5 (E13.5). wt (c) i yot (d) jetra embrionalnog dana 15.5 (E15.5). Mjerna

trakica iznosi 8 um i odnosi se na sve slike. Poveéanje: 100x.
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4.2. lzrazaj koneksina u embrionalnoj jetri wt i yotari misa

U kontrolnoj skupini wt miseva tijekom E13.5 u jetri su izraZeni svi ispitivani koneksini (Cx26,
Cx32, Cx37, Cx40, Cx43, Cx45). U E15.5 utvrden je maniji izrazaj tih koneksina, s izuzetkom
Cx45 koji je bio jace izrazen u kasnijoj fazi razvoja. Cx26 je jednako izrazen u E13.5i E15.5, za
razliku od yotari miSeva u kojih je uocen znacajno maniji izrazaj (Slika 6 a, b i Slika 10). Izrazaj
Cx32 je smanjen u wt misSeva gestacijske starosti E15.5 u usporedbi s E13.5. U yotari miSeva je
izrazaj Cx32 znacajno smanjen u obje razvojne faze u odnosu na wt miseve. NajniZi izrazaj uocen

je u embrionalnoj jetri yotari miSeva starosti E15.5 (Slika 6 ¢, d i Slika 10).
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Slika 6. Imunofluorescencijsko bojanje koneksina (Cxs): Cx26 i Cx32 u jetri wt i yotari miSeva u
embrionalnim danima E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj Cx26, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljena mikrofotografija Cx26 i DAPl u E13.5i E15.5 u wt (a)
i yotari jetri (b). Imunoizrazaj Cx32, DAPI bojanje i preklopljene mikrofotografije Cx32 i DAPI u
E13.5i E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. * Autofluorescencija eritrocita ne smije biti pomijesSana s
pozitivnim signalom izraZaja proteina. Mjerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike. Povecanje:

100x.

Utvrden je jaki izrazaj Cx37 u wt miSeva E13.5, ujedno najjaci od svih ispitanih koneksina. Yotari
miSevi su embrionalnog dana E13.5 imali pet puta slabiji izrazaj Cx37. U E15.5 wt miSevi imali
su vrlo slabiizrazaj Cx37, a u yotari miSeva je izrazaj bio pozitivan, iako slabiji nego u E13.5 (Slika

7 a, bi Slika 10).

U E13.5 yotari miSeva je izrazaj Cx40 bio znacajno slabiji nego u wt miseva, dok je u E15.5 izrazaj

Cx40 vrlo slab (Slika 7 c, d i Slika 10).
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Slika 7. Imunofluorescencijsko bojanje koneksina Cx37 i Cx40 u jetri wt i yotari miSeva
embrionalnog dana E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj Cx37, 4,6-diamidino-2-fenilindol dihidroklorida
(DAPI) bojanje i preklopljena mikrofotografija Cx37 i DAPI u E13.5 i E15.5 wild type (a) i yotari
jetri (b). Imunoizrazaj Cx40, DAPI bojanje i preklopljene mikrofotografije Cx40 i DAPI u E13.5 i

E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. Mjerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike. Povecanje: 100x.

Cx43 je imao niski izrazaj u embrionalnoj jetri u obje ispitivane skupine u E13.5 i E15.5. Najvisi
izrazaj imali su wt miSevi u E13.5, dok su yotari iste dobi imali zna¢ajno maniji izrazaj. Kod E15.5
nije nadena znacajna razlika u izraZaju Cx43 izmedu wt i yotari miSeva. U yotari miSeva utvrdeno

je blago povedanje izrazaja Cx43 u E15.5 u odnosu na E13.5 (Slika 8 a, b i Slika 10).

Cx45 je znacajno slabije izrazen u yotari miSeva nego u wt miSeva u obje promatrane razvojne
faze. U wt miSeva je znacajno, 2.6 puta veci izrazaj u E15.5 nego u E13.5, dok u yotari miSeva

nije pronadena znacajna razlika (Slika 8 c, d i Slika 10).
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Slika 8. Imunofluorescencijsko bojanje koneksina Cx43 i Cx45 u jetri wt i yotari miSeva u
gestacijskom razdoblju E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj Cx43, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljena mikrofotografija Cx43 i DAPI u E13.5 i E15.5 wild
type (a) i yotari jetri (b). Imunoizrazaj Cx45, DAPI bojanje i preklopljene mikrofotografije Cx45 i
DAPI u E13.5 i E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. Mjerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike.

Povecanje: 100x.

4.3. lzrazaj paneksina 1 (Panx1), inducirajuceg Cimbenika apoptoze
(AIF) i kaspaze 3 (cas3)

U oba analizirana razdoblja je izrazaj Panx1 bio oprec¢an u embrionalnoj jetri wt i yotari miseva.
U E13.5 Panx1 je manje izraZen u jetri yotari misa nego u wt misa, a u E15.5 ¢ak 21 puta veci
nego u wt misa. U wt miSa je znacajno smanjen izrazaj Panx1 u kasnijem razvojnom stadiju u
odnosu na raniji stadij. Nasuprot tome, u embrionalnoj jetri yotari miSa u E15.5 izrazaj Panx1 je

vedi nego u E13.5 (Slika 9 a, b i Slika 10).

Naden je znacajno vedi izrazaj AIF u embrionalnoj jetri yotari misa nego wt misa, kako u E13.5,
tako i u E15.5. U wt misa je izrazaj AIF u E15.5 manji nego u E13.5. Isto vrijedi za yotari miSeve,
u ¢ijoj je embrionalnoj jetri maniji izrazaj AIF u kasnijem nego u ranijem razvojnom stadiju (Slika
9 ¢, d i Slika 10). U ispitivanim uzorcima nije utvrden izrazaj cas3, zbog Cega nije analizirana

kolokalizacija s Cx43.
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Slika 9. Imunofluorescencijsko bojanje paneksina 1 (Panx1) i inducirajuceg ¢imbenika apoptoze
(AIF) u jetri wt i yotari miSeva u gestacijskom razdoblju E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj Panx1, 4,6-
diamidino-2-fenilindol dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljena mikrofotografija Panx1 i
DAPl u E13.5i E15.5 wild type (a) i yotari jetri (b). Imunoizrazaj AIF, DAPI bojanje i preklopljene
mikrofotografije AIF i DAPI u E13.5i E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. Mjerna trakica je 8um i odnosi

se na sve slike. Poveéanje: 100x.
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Slika 10. Postotak povrsine prekriven pozitivnim signalom koneksina Cx26, Cx32, Cx37, Cx40,
Cx43, Cx45, paneksina 1 (Panx1) i inducirajuceg ¢imbenika apoptoze (AIF) u jetri wt i yotari
miSeva u embrionalnim danima E13.5 i E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD) (vertikalna linija). Statisticki znacajne razlike odredene su p
vrijednostima: * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. Primijenjen je

jednosmijerni (engl. one-way) ANOVA test pracen s Tukeyevim viSestrukim testom usporedbe.

4.4. lzrazaj reelina (RELN), ERK, mTOR, p38, TGF-B1 i a-SMA

U E15.5 u embrionalnoj jetri yotari misa utvrden je znacajno vediizrazaj reelina nego u wt misa
(Slika 11, Slika 12 a, b). ERKi mTOR nisu slijedili obrazac izrazaja reelina. Nije utvrdena razlika u
izrazaju ERK u embrionalnoj jetri wt i yotari miSeva (Slika 11 i Slika 12 ¢, d). U E13.5 je mTOR
jace izrazen u jetri yotari misa nego wt misa (Slika 11 i Slika 13 a, b). Izrazaj TGF-B1 u jetri yotari
i wt miSeva nije bio znacdajno razli¢it u obje analizirane razvojne faze (Slika 11 i Slika 13 c, d).
Nije utvrdena razlika u izrazaju p38 (Slika 14) i a-SMA (Slika 15), prikazanih samo u stjenci krvnih
Zila (Slika 15).
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Slika 11. Postotak povrsine prekriven pozitivnim signalom reelina (RELN), ERK, mTOR, TGF-f1 u
jetri wt i yotari miSeva u embrionalnim razdobljima E13.5 i E15.5. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) (vertikalna linija). Statisticki znacajne razlike
odredene su p vrijednostima: ** p < 0.01, **** p < 0.0001. Primijenjen je jednosmjerni (engl.

one-way) ANOVA test popracen s Tukeyevim viSestrukim testom usporedbe.
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Slika 12. Imunofluorescencijsko bojanje reelina (RELN) i ERK u embrionalnoj jetri wt i yotari
miSeva u razvojnom razdoblju E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj RELN, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljena mikrofotografija RELN i DAPI u E13.5 i E15.5 u jetri
wt (a) i yotari (b) miSeva. Imunoizrazaj ERK, DAPI bojanje i preklopljene mikrofotografije ERK i
DAPI u E13.5 i E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. Mjerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike.

Povecanje: 100x.
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Slika 13. Imunofluorescencijsko bojanje mTOR i transformirajuéeg ¢imbenika rasta (TGF-B1) u
jetri wt i yotari miSeva u razvojnom razdoblju E13.5i E15.5. Imunoizrazaj mTOR, 4,6-diamidino-
2-fenilindol dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljene mikrofotografije mTOR i DAPI u E13.5 i
E15.5 u jetri wt (a) i yotari miSa (b). Imunoizrazaj TGF-B1, DAPI bojanje i preklopljene
mikrofotografije TGF-B1 i DAPI u E13.5 i E15.5 u embrionalnoj jetri wt (c) i yotari (d) misa.

Mijerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike. Povecanje: 100x.
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Slika 14. Postotak povrsSine prekriven pozitivnim signalom p38 u jetri wt i yotari miSeva u
embrionalnim razdobljima E13.5 i E15.5. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SD) (vertikalna linija). Primijenjen je jednosmjerni (engl. one-way)

ANOVA test popracen s Tukeyevim viSestrukim testom usporedbe.
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Slika 15. Imunofluorescencijsko bojanje glatkog misSi¢nog aktina (a-SMA) u jetri wt i yotari
miSeva gestacijskih razdoblja E13.5 i E15.5. Imunoizrazaj a-SMA, 4,6-diamidino-2-fenilindol
dihidroklorida (DAPI) bojanje i preklopljene mikrofotografija a-SMA i DAPI u E13.5 wild type (a)
i yotari jetri (b). Imunoizrazaj a-SMA, DAPI bojanje i preklopljene mikrofotografije a-SMA i DAPI

u E15.5 wt (c) i yotari (d) jetri. Mjerna trakica je 8um i odnosi se na sve slike. Povecanje: 100x.
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Tablica 2. IzraZaj proteina u jetrama wild type (wt) i yotari (yot) miSeva embrionalnih dana E13.5

i E15.5

E13.5 E15.5
wi Yo

=

Protutijela |wt
Cx26
Cx32
Cx37
Cx40
Cx43
Cx45
Panxl
AlF
Cas3  —
RELN —
mTOR v
p3s —
ERK —
TGF B —
o - SMA T

b
]
=

e | e e | i | e | e

i
. |

| | | |—h-| |—h1—-1—1—-1—1—1—-1—
LT et ] e
LT TP el | e

4 - Znadajno vediizraZaj izmedu wt i yot iste dobi
* - Znacajno manji izrazaj izmedu wt i yot iste dobi

—— - Nema znacajne razlike u izraZzaju proteina izmedu wt i yot iste dobi

Izrazaj Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 je manji u E13.5 jetrama yotari jedinki u odnosu na
wt. lzrazaj Cx26, Cx32 i Cx45 je manji u E15.5 yotari jetrama u odnosu na wt. Cx37 ima vecdi

izrazaj u E15.5 yotari jetrama nego u E15.5 wt (Tablica 2).

Panx1 pokazuje vedi izrazaj kod E13.5 wt jetri u odnosu na yotari. Suprotno, kod E15.5 vedi
izrazaj Panx1 pokazuju yotari nego wt. AIF ima vedi izrazaj kod yotari jetri u odnosu na wt kako

u E13.5 tako i u E15.5. Izrazaj kaspaze 3 nije potvrden ni kod wt ni yot jedinki (Tablica 2).

Reelin ima vediizrazaj u jetrama yotari jedinki E15.5 u odnosu na wt. mTOR pokazuje vediizrazaj
kod E13.5 yotari jetri u odnosu na wt. Nema znacajne razlike u izrazaju p38, ERK, TGF B i a —

SMA izmedu wt i yotari jedinki (Tablica 2).
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Pozitivni izraZaj koneksina nalazi se vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja, ve¢ u
preimplantaciji i tijekom gastrulacije (7). Koneksini kao transmembranski proteini oblikuju
tijesne spojeve kojima je omoguéena pasivna difuzija malih hidrofilnih molekula medu
susjednim stanicama (8,9). Prema podacima iz literature, izrazaj koneksina mijenja se u jetri
tijekom organogeneze i u jetrenim bolestima, od kojih je u mnogima reelin signalni put ukljuc¢en
u nastanak fibroze. U disertaciji je istrazena povezanost izrazaja koneksina s reelin signalnim

putem za kojeg je kao model izabran yotari (Dab1 -/-) mis.

Dobiveni rezultati ukazuju na vaznost koneksina Cx26 i Cx32 u razvoju jetre miSa gestacijske
dobi E13.5 i E15.5 jer je tada njihov izrazaj znacajno manji u yotari miSeva nego u wt miseva.
Nulta mutacija Cx26 ima za posjedicu letalni fenotip veé u stadiju blastociste (6). S druge strane,
delecija Cx32 nije letalna, ali se nalaze promjene u fenotipu (12). Jednogodisnji Cx32 -/- misevi
imaju visoku incidenciju pojave tumora jetre (112). Smanjeno stvaranje Cx26 i Cx32 nadeno je
u humanom HCC (28,113). Smanjeni izrazaj Cx32 u jetri nalazi se u etili€noj cirozi jetre i
kroni¢nim jetrenim bolestima. U bolesnika s akutnim jetrenim bolestima, hepatitisom i
kolestazom u hepatocitima je smanjen izrazaj Cx26 i Cx32 (114), a povisen izrazaj Cx43 (28).
Cx32, glavni protein jetre koji sudjeluje u izgradnji GJ, u jetri je podjednako raspodijeljen, dok
je Cx26 uglavnom izrazen u acinarnoj periportalnoj regiji. Oba koneksina nalaze se na membrani
hepatocita (113). Bududi da diferencijacija hepatocita i epitela Zuénih kanali¢a iz hepatoblasta
pocinje oko embrionalnog dana E13, nije bilo moguée to¢no definirati koji tip stanica izraZzava
odgovarajuce proteine. Cx26 i Cx32 su glavni pretece GJ koji omogucéavaju medustani¢nu
komunikaciju (GJIC, engl. gap junction intercellular communication), ali sudjeluju u
interakcijama s drugima, primjerice mitohondrijskim proteinima (115-117). Potrebna su
dodatna istrazivanja kako bi razjasnila uloga koneksina u stvaranju polukanala za ¢iju aktivaciju
treba patoloski okida€. Brojni izvjestaji ukazuju na ulogu koneksin polukanala u procesima
stani¢ne smrti i preZivljavanja (13) i tumorogenezi (120). lako smo ocekivali, nismo u ovom
radu mogli utvrditi povecani izrazaj koneksina u jetri yotari miSeva u odnosu na wt miSeve. Za
taj odgovor trebalo bi razlikovati GJ od koneksin polukanala jer imaju razli¢itu ulogu u stanici,
ali se to imunohistokemijski nije moglo. Zato je dodatno analiziran izrazaj paneksina kako bi
mogli pretpostaviti potencijalno oblikovanje kanala. U E15.5 je bio znacajno vedi izrazaj Panx1
u yotari misa nego u wt misa, ¢ime je nasa pretpostavka potvrdena. Checkeni i suradnici
pokusali su razjasniti ulogu paneksin kanala u apoptoti¢nim stanicama. Istrazivali su otpustanje

nukleotida u apoptoticnim stanicama koristeéi inhibitore kanala zajedno s inhibitorima
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egzocitoze i ,membrane blebbing”, kako bi iskljucili otpusStanje nukleotida tim putovima.
Pokazali su da Panx1 sudjeluje u otpustanju ATPa (24,118) i UTP u apoptoti¢cnim stanicama
metodom utiSavanja (engl. knockdown) i farmakoloskim inhibitorima. To su karbenoksolon
(CBX) koji inhibira koneksin i paneksin kanale, te probenecid kao specifi¢ni inhibitor paneksina
(17). Potrebno je daljnje istrazivanje koneksin i paneksin (polu)kanala kako bi se rasvijetlila
njihova uloga u fizioloskim i patoloskim uvjetima (18). U ovom radu je u E15.5 utvrden porast
izrazaja Panx1 u yotari miSeva u usporedbi s wt miSevima, moguée zbog kasnjenja u razvoju u
usporedbi s wt miSevima, u kojima je izrazaj Panx1 prisutan u E13.5. Pokazano je da Panxl

pospjesuje aktivaciju inflamasoma (28).

Cx37 je jako izrazen u jetri wt misa E13.5, dok je u E15.5 njegov izrazaj neznatan. U yotari misa
je u E13.5 utvrden znacajno maniji izrazaj Cx37 nego u wt misa. Nasuprot tome, u E15.5, veci
izrazaj Cx37 pokazuju yotari miSevi, u wt misu je neznatan. Smanjeni izrazaj Cx37 naden je u
hepatalnom angiosarkomu Stakora i nije bio povezan s genskom mutacijom (119), Sto potvrduje
njegovu ulogu u GJIC. Vece koncentracije Cx37 transkripata nadene su u kozi, mozgu i bubregu
misjih embrija nego odrasle jedinke (120). Prema nasim rezultatima, u wt miSeva je u ranijoj
embrionalnoj fazi razvoja jetre izrazaj Cx37 veci nego u kasnijoj fazi, E15.5. Mnoga istrazivanja
ukazuju na ulogu Cx37 (121), Cx40 (122,123) i Cx43 u razvoju krvnih Zila (124,125). Prema nasim
rezultatima, sva tri spomenuta koneksina najvedi izrazaj pokazuju u wt E13.5 i znacajan pad u
yotari iste dobi. U jetri misa su od pocetka razvoja portalnih vena (E11.5) izraZeni Cx37 i Cx40,
dok u jetrenoj veni i sinusoidama izrazaj nije naden (126). Cx37 -/- Cx40 -/- mis ima vaskularne
nepravilnosti i umire u perinatalnoj dobi. Delecija Cx37 smanjuje izrazaj Cx40 i obrnuto, Sto
potvrduje njihovu meduovisnost (122). Progenitorske stanice jetre Stakora izrazavaju Cx43 koji
tijekom diferencijacije ovalnih stanica u hepatocite prelazi u sintezu Cx32. Stovide, najvise
vrijednosti transkripata Cx43 uocene su tijekom proliferacije ovalnih stanica (E8-13), nakon
Cega izrazaj slabi tijekom njihove diferencijacije u hepatocite (11). Ti rezultati su sukladni nasim
rezultatima jer je najvisi izrazaj Cx43 u wt misa u E13.5, a znadajni pad izrazaja u E15.5. U wt
misa je izrazaj Cx32 vedi od izrazaja Cx43 u obje razvojne faze. Prema Pei i suradnicima, proces
preokreta sinteze s Cx43 na Cx32 tijekom diferencijacije fetalnih progenitorskih stanica u

hepatocite pospjesen je inhibicijom p38 MAPK signalnog puta (127).

U nasem radu naden je manji izrazaj Cx43 u yotari miSa u E13.5 nego u wt misa. U jetri glodavaca

tretiranih acetaminofenom naden je povisen izrazaj Cx43. Kolokalizacija s kaspazom 3 u jetri
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Stakora upucuje na ulogu Cx43 u stanic¢noj smrti. Hepatociti Cx32 -/- miSeva rjede umiru
apoptozom nakon tretiranja acetaminofenom, a Cx32 -/- Stakori imaju manje ostecenu jetru
nego wt misevi. S druge strane, u Cx43 -/- miSeva Cesca je stani¢na smrt, oksidativni stres i
upalni procesi nego u wt misa. Prema Crespo Yaguas i suradnicima, to upucuje na ulogu Cx32 u
Sirenju Stetnih glasnika ili uklanjanju mrtvih stanica. U stanicama HCC smanjena je proizvodnja
Cx26 zbog DNA metilacije, Cx32 lokaliziran u citoplazmi, a Cx43 u citoplazmi i stani¢noj

membrani (28).

U dostupnoj literaturi nismo nasli istraZivanja o ulozi Cx45 u jetri. U wt miSeva utvrdili smo veci
izrazaj Cx45 u E15.5 nego u E13.5. U yotari miSeva utvrdili smo maniji izrazaj Cx45 nego u wt
miSeva i to u oba razvojna doba. Vazno je naglasiti da GJ mogu biti sastavljeni od istih i razlicitih
vrsta koneksina. Indukcija Cx45 povecava izrazaj Cx43 i Cx45 u epitelnim stanicama jetre Stakora
(128). Buduci da nismo radili kolokalizaciju koneksina, ne mozemo potvrditi je li Cx45 bio dio
heterotipskog GJ. Takva su istraZivanja radena u Hela stanicama i stanicama embrionalnog i
zrelog srca misa, gdje se posebno opisuju elektrofizioloSka svojstva spomenutog koneksina

(129,130).

lako nisu utvrdene razlike u morfologiji jetre izmedu yotari i wt miSa, po rezulatima analize

izrazaja koneksina mozZe se reci da je stani¢na komunikacija narusena.

Inducirajuéi ¢imbenik apoptoze (AIF) je mitohondrijska oksidoreduktaza koja se tijekom
apoptoze i disipacije mitohondrijskog membranskog potencijala, translocira u jezgru kaspaza-
neovisnim putem (131). Dokazali smo znacajan porast izrazaja AlF u jetri yotari misa za razliku
od wt misa, te citoplazmatsku lokaciju tog proteina. U ispitivanim razvojnim fazama yotari
miSevi imaju jaci izrazaj AIF od wt miSeva u istoj razvojnoj dobi. Ne moze se iz navedenog
zakljuciti da su yotari skloniji apoptozi, jer je AIF lokaliziran u citoplazmi, a ne u jezgri. Analiza
izrazaja kaspaze 3, koja pripada razlicitom apoptotskom putu od AlF, nije dala odgovor jesu li

yotari misevi skloniji apoptozi.

lako Dab1 nije u njoj bio prvo otkriven, upravo je jetra mjesto proizvodnje reelina (132). U
istrazivanjima je potvrden izrazaj Dabl u jetrenim progenitorskim stanicama u duktularnoj
reakciji i pretpostavljeno je sudjelovanje reelina u popravljanju osteéenih hepatocita i
fibrogenezi aktivacijom Ito stanica. Istaknuto je parakrino djelovanje reelina koji je pojacano
izrazeno u fibrozi. S obzirom da reelin aktivira humane progenitorske stanice u osteéenju jetre,

broj Ito stanica koje izrazavaju reelin povecava se kako fibroza napreduje pa reelin moze
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posluziti kao potencijalni pokazatelj patologije jetre (108). Tijekom rane organogeneze u ljudi i
Stakora izrazaj reelina pozitivan je u lto stanicama, a ne hepatocitima (105). Nasuprot tome,
tijekom ostecenja jetre povecan je izraZaj reelina u hepatocitima i neparenhimskim stanicama

(104). Dodatno, reelin je otkriven u endotelu tijekom razvoja sinusoida u embriju misa (87).

Reelin je iznimno vaZan za razvoj mozga. Glavni reelin signalni put koji regulira migraciju
neurona ukljucuje apolipoprotein E receptor 2 (ApoEr2) i lipoproteinski receptor jako niske
gustoce (VLDLR), Src/Fyn kinaze, Dab1 unutarstanic¢ni adaptor i nizvodno Crk/Rap1 i adhezijske
molekule. Signalni put vezan za razvoj dendrita ukljucuje PI3K/Akt/mTOR, a reelin signalni put
koji poti¢e sinapti¢ku plasti¢nost ide nizvodno preko NMDAR ili nepoznatog receptora (ne
kanonski put) i aktivira MEK/Erk1/2 (60). Analizirali smo izrazaj mTOR u wt i yotari miSeva jer
reelin aktivira PI3/Akt/mTOR put koji je ¢esto hiperaktiviran u tumorima. Takoder smo uzeli u
obzir izrazaj ERK jer taj singalni put vrlo vjerojatno ne ukljucuje Dab1. Nismo pronasli znacajne
razlike izmedu wt i yotari miSeva u izrazaju navedenih proteina. Jedino povecanje izraZzaja
pokazao je mTOR u E13.5 u yotari u usporedbi s wt misem. PI3K/AKT, AMPK, Ras/Raf/MEK/ERK
su neki od uzvodnih putova istrazenih u jetrenim bolestima kroz regulaciju mTOR-posredovane
autofagije (133). Povedani izrazaj mTOR u E13.5 u yotari misSa ne odgovara na pitanje o
potencijalnoj hiperaktivaciji reelina kojoj bi mTOR bio posrednik. lako je ERK bio predloZen kao
sudionik reelin signalnog puta u kojem nije prisutan Dab1, izrazaj ERK nije se razlikovao u
ispitivanim skupinama. Nije utvrdena razlika u izrazaju p38. Povezanost Dabl i p38, bar po
pitanju nasih saznanja iz dostupne literature, je iz podrucja nefropatologije. Pokazano je da
smanjena regulacija Dab1l inhibira fosforilaciju p38, sto ne utjece na fosforilaciju ERK i ukazuje
da je Dab1l uklju¢en u angiotenzinom Il — potaknutu apoptozu podocita kroz p38 signalni put

(134).

Ne zna se dovoljno o reelin signaliziranju u jetri, ali su nadene povisene vrijednosti reelina u krvi
bolesnika s cirozom i fibrozom jetre i jos viSe vrijednosti u bolesnika s HCC (135). Sli¢cne rezultate
spominje studija u kojoj je prekomjerni izrazaj reelina utvrden u jetri bolesnika s cirozom i
promjene u glikozilaciji u plazmi bolesnika s cirozom (99). Nasi rezultati pokazali su poviseni
izrazaj reelina u yotari misa u E15.5 u odnosu na wt misa. Time je potvrdena pretpostavka da
je reelin uklju¢en u patologiju jetre, ali toan mehanizam tek treba biti objasnjen. TGF-f1 u
hepatocitima odgovoran je za fenotip miofibroblasta u koji se transformiraju Ito stanice i

stvaraju proteine ekstracelularnog matriksa tijekom fibroze. TGF-B1 je posrednik u epitelno-
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mezenhimskoj pretvorbi tumorskih stanica kojom se poveéava broj miofibroblasta (136).
Smanjen izrazaj RELN naden je u raku dojke, gusterace i Zeluca. TGF-B1 je uzvodno od reelina i
suprimira njegov izrazaj, Sto rezultira pove¢anom migracijom stanica HCC (137). Sli¢ni rezultati
nadeni su u stanicama raka jednjaka u kojima je izrazaj reelina potisnuo migraciju potaknutu s
TGF-B1 (138). U razvoju intrahepati¢nih Zu¢nih vodova imaju ulogu signalni put TGF-B1 i alfa
glatkomisi¢ni aktin u portalnim venama neposredno uz Zuéne vodove. Mutacija TGF-B1 ili
njegovog receptora u misa izmedu ES.5 i E10.5 (prije razvoja intrahepati¢nih Zu¢nih vodova)
vodi u smrt. Blokada TGF-B1 signalnog puta u E10.5 izaziva defekt Zu¢nih vodova u hilusu
portalnih vena, te inhibiciju diferencijacije stanica Zu¢nog epitela. Portalni miofibroblasti koji
izrazavaju a-SMA nadeni su u portalnim venama mezenhima neposredno kraj kolangiocita,
izmedu E14.5-E18.5 (139). Nasi rezultati potvrduju izrazaj a-SMA u blizini portalnih vena i duz
krvnih Zila u wt i yotari miSeva. lako je TGF-B1 biljeg upale i sudionik reelin signalnog puta,

nismo nasli znacajne razlike u njegovu izrazaju izmedu ispitivanih skupina.

Stani¢na komunikacija je posebno vaina u embrionalnom razvoju jetre. lzrazaj gotovo
svih analiziranih koneksina je manji u yotari miseva nego u wt miseva. Time je potvrdena
hipoteza da je promjenjen izrazaj koneksina yotari miSeva i narusena stani¢na komunikacija
unatoc¢ tome Sto histoloske razlike u jetri nisu uoéene. lzuzetno, u danu E15.5 koneksin Cx37
pokazuje vediizrazaj u yotari miSu nego u wt misu u kojem je neznatan. Moguce je da se radi o
kompenzatornom ucinku kad zbog nedostatka razli¢itih Cxs bude poviSen izrazaj Cx37. S
obzirom na rezultate izrazaja AlF, cas3 i Panx1, ne moze se zakljuciti da su yotari miSevi skloniji
apoptozi u jetri kad su u pitanju embrionalni stadiji E13.5 i E15.5. PoviSeni izrazaj Panx1 u E15.5
yotari misu mogudée doprinosi stvaranju Panx1 kanala koji sudjeluju u apoptozi kao glavni kanali
za otpustanje ATPa. Vedi izrazaj reelina u jetri yotari misa nego u wt misa u kasnijoj razvojnoj
fazi upuéuje na ulogu reelina u patologiji jetre. Koneksini i paneksini sudjeluju u odrzavanju
homeostaze jetre i mogu sluzZiti kao potencijalni dijagnosticki biljezi u jetrenim bolestima.
Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se otkrila povezanost reelin signaliziranja s GJIC, kako u

kongenitalnim greSkama u razvoju jetre, tako i ulozi nakon ostecéenja jetre.
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6. ZAKLJUCC]

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)
9)

10)

11)

12)
13)

Koneksini Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 imaju maniji izrazaj u embrionalnoj
jetri yotari misa nego u wt misa u E13.5.

Koneksini Cx26, Cx32 i Cx45 imaju manji izrazaj u embrionalnoj jetri yotari misa
nego u wt misa u E15.5.

Cx37 ima vedi izraZzaj u embrionalnoj jetri yotari misa nego u wt misa u E15.5.
Nema znacajne razlike u izrazaju Cx40 i Cx43 u embrionalnoj jetri izmedu wt i
yotari u E15.5.

Koneksini Cx32, Cx37, Cx40 i Cx43 imaju manji izrazaj u wt E15.5 embrionalnih jetri
u usporedbi s wt E13.5.

Od svih ispitivanih koneksina, samo Cx45 pokazuje vediizrazaj u wt E15.5 jetrama u
usporedbi s wt E13.5.

Izrazaj paneksina 1 i inducirajuceg ¢imbenika apoptoze je veci u yotari miSeva nego
u wt miSeva u danu E15.5, a AlF-a u oba razdoblja, E13 i E15.5.

Nije nadena znacajna razlika izmedu wt i yotari miSeva u izrazaju ERK i p38.

Reelin ima vedi izrazaj kod yotari E15.5 u usporedbi s wt iste dobi, a kod E13.5
nema znacajne razlike u izrazaju.

MTOR je pokazao vedi izrazaj kod E13.5 yotari nego wt, dok kod E15.5 nema
znacajne razlike.

Izrazaj a-SMA je utvrden u blizini portalnih vena i duz krvnih Zila u wt i yotari
miSeva. Nije utvrdena razlika u izrazaju a-SMA i TGF-B1 izmedu wt i yotari miSeva.
Nije utvrden izrazaj kaspaze 3.

Histoloska grada embrionalne jetre yotari i wt miSeva u dva razli¢ita gestacijska

razdoblja, E13.5i E15.5 se znacajno ne razlikuje.
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SAZETAK

Dab1l protein (Disabled-1) je unutarstani¢ni adaptor reelin signalnog puta koji sudjeluje
u prenatalnoj migraciji neurona, neurotransmisiji, formiranju pamdenja i sinaptic¢koj
plasticnosti. Yotari je autosomno recesivna mutanta misSjeg Dabl gena koju fenotipski
karakterizira nestabilan hod, tremor i prerana smrt. Dosadasnja istrazivanja uglavnom su bila
vezana za neuroloske nepravilnosti uzrokovane mutacijom Dab1, a uloga reelin signalnog puta
u tkivima i organima izvan Ziv€anog sustava nije ispitivana. Hepatociti, najbrojnije stanice jetre
komuniciraju putem pukotinastih veza (GJ, engl. gap junction) sastavljenih od koneksina. U
ovom radu istrazen je poremecaj u stani¢noj komunikaciji u yotari misevima analizom izrazaja
koneksina (Cxs) Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43 i Cx45 tijekom razvoja jetre embrionalnih dana
E13.5 i E15.5. KoriStena je imunofluorescentna metoda, analiza uradena na svjetlosnom i
fluorescencijskom mikroskopu, a rezultat kvantificiran kao povrsina vidnog polja prekrivena
pozitivnim signalom. Podaci su izrazeni kao srednja vrijednostSD (standardna devijacija)
koristenjem jednosmjernog ANOVA testa. Svi ispitani koneksini bili su znacajno manje izrazeni
u yotari miseva u usporedbi s kontrolnom wt skupinom u E13.5. IzraZzaj koneksina u E15.5 je
slican, s izuzetkom Cx37 koji u wt misa pokazuje neznatan izraZaj. Stvaranje kanala u patoloskim
uvjetima i sklonost apoptozi istrazeni su analizom izrazaja paneksina 1 (Panx1), inducirajuceg
Cimbenika apoptoze (AIF) i kaspaze 3 tijekom navedenih embrionalnih razdoblja. Porast izrazaja
Panx1 u E15.5 u yotari miSeva, te veci izrazaj AIF u oba razdoblja daje pretpostavku da su yotari
skloniji apoptozi. Nasi rezultati istiu vaznost medustani¢ne komunikacije (GJIC) tijekom razvoja

jetre i njihovu mogucu ulogu potencijalnih dijagnosti¢kih biljega u bolestima jetre.
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SUMMARY

Dab1 protein (Disabled-1) is an intracellular reelin signaling pathway adapter involved
in prenatal neuronal migration, neurotransmission, memory formation, and synaptic
plasticity. Yotari is an autosomal recessive mutant of the mouse Dab1 gene, phenotypically
characterized by unstable gait, tremor, and premature death. Previous research has been
mainly related to neurological abnormalities caused by the Dabl mutation, and the role of the
reelin signaling pathway in tissues and organs outside the nervous system has not been
investigated. Hepatocytes, the most numerous liver cells, communicate through gap junctions
(GJs) composed of connexins. In this study, a disorder in cellular communication in yotari mice
was investigated by analyzing the expression of connexins (Cxs) Cx26, Cx32, Cx37, Cx40, Cx43
and Cx45 during embryonic day E13.5 and E15.5. Immunofluorescent method was used,
analysis was performed on a light and fluorescence microscope, and the result was quantified
as the surface of the field of view covered with a positive signal. Data were expressed as
mean + SD (standard deviation) using a one-way ANOVA test. All tested connexins were
significantly less pronounced in the yotari mice compared to the control wt mice in E13.5. The
expression of analysed connexins in E15.5 is similar, with the exception of Cx37 which in wt
mouse shows very slight expression. Channel formation under pathological conditions and
propensity to apoptosis were investigated by analysis of the expression of Panexin 1 (Panx1),
AIF and caspase 3 during these embryonic periods. The increase in Panx1 expression in E15.5
in the yotari mice, and the higher expression of AlF in both periods possibly indicate that
yotari are more prone to apoptosis. Our results highlight the importance of intercellular
communication (GJIC) during liver development and their possible role as potential diagnostic

markers in liver disease.
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