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POPIS OZNAKA I KRATICA  

  

DM     šećerna bolest (engl. diabetes mellitus)  

DM1     šećerna bolest tipa 1 (engl. diabetes mellitus type I)  

DM2     šećerna bolest tipa 2 (engl. diabetes mellitus type II)  

STZ    streptozotocin (engl. streptozotocine) 

DN                  dijabetička nefropatija (engl. diabetic nephropathy) 

DKD    dijabetička bolest bubrega (engl. diabetic kidney disease) 

MMR    geni za popravak pogrešno sparene DNA (engl. mismatch repair genes)  

MLH1  MutL protein homolog 1 (engl. MutL protein homolog 1) 

MSH2  MutS protein homolog 2  (engl. MutS protein homolog 2) 

PMS2   Post-mejotički segregacijski protein 2 (engl. Post-meotic segregation protein 2) 

H2AFX   Membranski protein H2A histon X (engl. H2A histone family member X) 

yH2AFX        Fosforilirani oblik membranskog proteina H2A histona X (engl. phosphorylated    

                       form of H2A histone family member X) 

AGE     konačni produkti glikacije ( engl. advanced glycation end products)  

DNA     deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)  

WHO/SZO  Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)  

ADP   adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate) 

ATP    adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate) 

PCNA  proliferirajući stanični jezgreni antigen (engl. proliferating cell nuclear antigen) 

EXO1    egzonukleaza 1 (engl. exonuclease 1)  

MSI       mikrosatelitna nestabilnost (engl. microsatelite instability)  

HNPCC         nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. hereditary non-polyposis  

                       colorectal carcinoma) 

ATM     ataksija-teleangiektazija mutirajući protein (engl. ataxia teleangiectasia mutated  

                        protein) 

ATR     ataksija-teleangiektazija RAD 3 povezani protein (eng. ataxia-teleangiectasia RAD  

                       3 related protein)  
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DNA-PK   protein kinaza ovisna o DNA (engl. DNA-dependent protein kinase)  

DSB DNA  dvolančani prekidi DNA (engl. double strand breaks DNA)   

MDC1              protein 1 kontrolne točke oštećenja DNA  (engl. mediator of DNA damage  

                        checkpoint protein 1) 

 BRCA 1    protein osjetljivosti na rak dojke tip 1 (engl. breast cancer type 1 susceptibility  

                        protein) 

53BP1             tumor supresorski p53-vezujući protein tip 1 (engl. tumor suppressor p53-binding  

                        protein 1)    

EMT     epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial to mesenchymal transition) 

α-SMA   antigen glatkih mišića α (engl. α-smooth muscle antigen) 

HIF 1α   hipoksija inducibilni čimbenik 1 α (engl. hipoxia-inducibile factor 1α)    

TGFβ    transformirajući čimbenik rasta β (engl. transforming growth factor β)  

VEGF  vaskularni endotelni čimbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor)  

SGLT   natrij/glukoza ko-transporter (engl. natrium/glucose co-transporter) 

ROS      reaktivni metaboliti kisika (engl. reactive oxygen species)  

AKI     akutna ozljeda bubrega (engl. acute kidney injury) 

PARP   poli ADP-ribozna polimeraza-1 (engl. poly(ADP-ribose) polymerase-1)  

eGFR   procijenjena brzina glomerularne filtracije  (engl. estimated glomerular filtration  

                       rate )  

IGF               inzulinu sličan čimbenik rasta (engl. insulin like growth factor)   

FGF      čimbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor)  

G   glomerul (engl. glomerulus) 

PCT     proksimalni zavijeni kanalić (eng. proximal convoluted tubule)  

DCT    distalni zavijeni kanalić (engl. distal convoluted tubule)   

ACR    albumin/kreatinin omjer (engl. albumin creatinin ratio)   

OGTT            oralni test podnošljivosti glukoze (engl. oral glucose tolerance test) 

GLP-1            glukagonu sličan peptid 1 (engl. glucagone-like peptide 1) 

DPP4              dipeptidil peptidaza 4 (engl. dipeptidyl peptidase-4) 

HLA               ljudski leukocitni antigeni (engl. human leucocyte antigens)  

GAD                    dekarboksilaza glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxlylase) 
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ICA                     protutijela na Langerhansove otočiće (engl. islet cell autoantibodies) 

IAA                     protutijela na endogeni inzulin (engl. insulin autoantibodies)       

RAAS                 renin-angiotenzin-aldosteronski sustav (engl. renin-angiotensin-aldosterone  

                            system)       

RAGE                receptor završnih produkata glikacije (engl. receptor of advanced glycation  

                           endproducts)  

MSH 3               MutS protein homolog 3 (engl. MutS protein homolog 3) 

MSH 5               MutS protein homolog 5 (engl. MutS protein homolog 5) 

MSH 6               MutS protein homolog 6 (engl. MutS protein homolog 6)  

MLH 3               MulL protein homolog 3 (engl. MutL protein homolog 3) 

PMS 1                Post-mejotički segregacijski protein 1 (engl. post-meotic segregation protein 1) 

SnaI/SNAIL      transkripcijski represor obitelji proteina cinkovog-prstena Snail 1 (engl.  Zinc- 

                           finger 1 protein family member Snail) 

SLUG                transkripcijski represor obitelji proteina cinkovog-prstena Snail 2 (engl.  Zinc- 

                           finger 2 protein family member Snail)  
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1.1. Anatomija i struktura bubrega  

U ljudskom organizmu, bubrezi su parni organi prosječne duljine 12 cm smješteni u 

retroperitonealnom prostoru s obje strane kralježnice, ispod ošita te posteriorno od jetre i slezene 

(1). Desni bubreg je prosječno nešto manji i položen niže u odnosu na lijevi bubreg zbog 

fiziološke asimetrije uzrokovane položajem jetre u desnom dijelu trbušne šupljine. Iznad svakog 

bubrega nalazi se odgovarajuća nadbubrežna žlijezda uz priležeće perirenalno i pararenalno 

masno tkivo (2). Svaki bubreg ima konveksni i konkavni dio na kojem je smješten bubrežni hilus. 

U bubrežni hilus ulazi bubrežna arterija kao ogranak abdominalne aorte i kao glavna krvna žila 

koja opskrbljuje bubreg krvlju kao i periferni živci zaslužni za inervaciju bubrega. S druge strane, 

iz bubrežnog hilusa izlaze bubrežna vena i mokraćovod koji omogućuje otjecanje urina stvorenog 

u mokraćni mjehur. Bubrežni parenhim se sastoji od bubrežne kore i bubrežne srži organizirane u 

bubrežne piramide (1, 2). Svaki bubreg ima prosječno 750 000 – 1,5 milijuna nefrona koji 

predstavljaju osnovnu strukturnu i funkcionalnu jedinicu bubrega. Nefroni se sastoje od 

glomerula, klupka kapilara okruženih tzv. glomerularnom ili Bowmanovom čahurom. Glomeruli 

predstavljaju početno mjesto filtracije i ultrafiltracije krvi, a potom slijede bubrežni kanalići, i to 

proksimalni zavijeni kanalići, sužena Henleova petlja, distalni zavijeni kanalići i sabirni kanalići 

koji se protežu kroz bubrežne piramide (3) u kojima se konačno formira urin.  

 1.2. Fiziologija i funkcija bubrega  

U procesu filtracije i ultrafiltracije krvi krvne stanice i velike molekule se zadržavaju u 

kapilarama, dok se molekule male molekularne mase filtriraju i formiraju ultrafiltrat (4). U 

tubularnom sustavu bubrega događa se proces reapsorpcije kojim se određene molekule ponovno 

transportiraju iz lumena kanalića u peritubularne kapilare i krvotok. U bubrežnim se kanalićima 

odvija i obrnuti proces ekskrecije kojim se tvari prenose iz peritubularnih kapilara u lumen 

kanalića (5). Tako se u proksimalnim zavijenim kanalićima reapsorbiraju određene 

aminokiseline, bikarbonati, fosfati, gotovo 55 % filtrirane vode i u uvjetima normoglikemije 

gotovo sva filtrirana glukoza putem natrij/glukoza ko-transportera (engl. sodium glucose co-

transporter, SGLT) (6). Voda se nastavlja reapsorbirati i u suženom dijelu Henleove petlje te u 

sabirnim kanalićima što je regulirano antidiuretskim hormonom što čini urin hipertoničnim, dok 

se u distalnim zavijenim kanalićima reapsorbiraju natrij, kloridi i kalcij pod utjecajem 

paratiroidnog hormona (5). Bubrezi imaju ključnu ulogu u održavanju homeostaze 

ekstracelularnog volumena tekućine i posljedično u kontroli arterijskog krvnog tlaka, ali i 
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održavanju osmolalnosti krvi, acidobaznog statusa, koncentraciji elektrolita i eliminaciji različitih 

toksina. Štoviše, bubrezi djeluju i kao aktivan endokrinološki organ sa sekrecijom niza hormonski 

aktivnih tvari poput eritropoetina, kalcitriola i renina (7-9). Bubrezi sudjeluju i u poticanju 

eritropoeze kao odgovor na hipoksiju, omogućuju crijevnu apsorpciju kalcija i tubularnu 

reapsorpciju fosfata djelovanjem kalcitriola kao aktivnog oblika vitamina D te utječu na 

homeostazu volumena tekućine i vrijednosti arterijskog krvnog tlaka putem renin-angiotenzin-

aldosteronskog sustava (engl. renin-angiotensin-aldosteron system, RAAS) (10-12). 

 1.3. Poremećaj bubrežne funkcije – akutno i kronično bubrežno zatajenje 

Mnogo je potencijalnih uzroka poremećaja bubrežne funkcije, a isti se mogu podijeliti na 

nasljedne uzroke i uzroke stečene tijekom života. U nasljedne uzroke poremećaja bubrežne 

funkcije spadaju autosomno dominantna policistična bubrežna bolest, cistinoza, Alportov i 

Gitelmanov sindrom, Fabryjeva bolest, tuberozna skleroza i druge. Najčešći stečeni uzroci 

poremećaja bubrežne funkcije su dijabetička nefropatija tj. dijabetička bolest bubrega, 

nefrolitijaza s opstruktivnom uropatijom i hidronefrozom, različiti glomerulonefritisi, tumori 

bubrega, bubrežne infekcije te ishemijske ozljede bubrega (13-17). U najtežem slučaju, 

poremećaj bubrežne funkcije se može manifestirati kao akutno ili kronično bubrežno zatajenje 

(18). Akutno bubrežno zatajenje ili akutna ozljeda bubrega (engl. acute kidney injury, AKI) 

predstavlja nagli pad bubrežne funkcije koji se događa unutar 7 dana, a koji je karakteriziran 

smanjenjem izlučivanja urina tj. diureze, značajnim porastom serumskog kreatinina ili oboje (19). 

Akutno bubrežno zatajenje se, ovisno o etiološkom čimbeniku koje je do njega dovelo, dijeli na 

prerenalno, renalno i postrenalno bubrežno zatajenje (20). Prerenalno bubrežno zatajenje nastaje 

kao posljedica nedostatne opskrbe bubrega krvlju što se događa u slučaju izražene dehidracije, 

hipotenzije, sepse, različitih vrsta urušaja, srčanog popuštanja i jetrene ciroze. Postrenalno 

bubrežno zatajenje nastaje opstrukcijom kanalnog sustava bubrega uz nemogućnost otjecanja 

urina posljedično zbog prisutnosti bubrežnih ili ureteralnih kamenaca, tumora ili anatomskih 

anomalija (21, 22). Renalno ili intrinzično bubrežno zatajenje nastaje zbog izravnog oštećenja 

bubrežnog tkiva djelovanjem kemoterapeutika i određenih antibiotika, razvoja glomerulonefritisa, 

lupusnog nefritisa, akutne tubularne nekroze i drugih (23, 24). S druge strane, kronično bubrežno 

zatajenje karakterizira postupni gubitak bubrežne funkcije koji se događa tijekom nekoliko 

mjeseci ili godina zbog šećerne boleste, arterijske  hipertenzije, glomerulonefritisa i policistične 

bubrežne bolesti koji čine najčešće uzroke istoga (25). Kronično bubrežno popuštanje se u 

samom početku ne očituje izraženim simptomima, dok se s vremenom javljaju različiti klinički 
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znakovi i simptomi poput slabosti i malaksalosti, gubitka apetita, mučnine, povraćanja, konfuzije 

i oticanja udova. Također se mogu zamijetiti znakovi azotemije i hipervolemije kao arterijska 

hipertenzija, metabolička acidoza, hiperkalijemija i hiperfosfatemija te anemija koje uobičajeno 

prate kronični poremećaj bubrežne funkcije (26). Ovisno o procijenjenoj brzini glomerularne 

filtracije (engl. estimated glomerular filtration rate, eGFR) kronično bubrežno zatajenje može se 

podijeliti u pet stadija, i to: 1. stadij kada je eGFR > 90 ml/min/1,73 m2, 2. stadij kada je eGFR 

60 - 90 ml/min/1,73 m2, 3. stadij kada je eGFR između 30 - 60 ml/min/1,73 m2, 4. stadij kada je 

eGFR 15 - 30 ml/min/1,73 m2 te posljednji 5. ili završni stadij kroničnog bubrežnog zatajenja 

koji nastaje u slučaju izraženog pada eGFR ispod 15 ml/min/1,73 m2 (27). Također, kronična 

bubrežna bolest se prema razini albumin/kreatinin omjera (engl. albumin creatinin ratio, ACR) 

može podijeliti na dodatna tri stadija: A1 – kada je ACR < 30, A2 – kada je ACR između 30 – 

300 i A3 – kada je ACR veći od 300 (28). Bolesnici u završnom stadiju kroničnog bubrežnog 

zatajenja zahtijevaju različite postupke nadomjesnog bubrežnog liječenja poput hemodijalize ili 

peritonealne dijalize, a u konačnici nerijetko i transplantaciju bubrega (29-31). 

 1.4. Građa i funkcija štakorskog bubrega 

Bubreg štakora je općeprihvaćen model za istraživanje strukture i fiziologije bubrega 

sisavaca. Za razliku od ljudskog bubrega, bubreg štakora je unipapilarni bubreg. U histološkim 

presjecima bubrežna kora ima oblik čaše, s obrnutim rubovima čime okružuje srž bubrega (32). 

Bubreg štakora ima četiri različita sloja koji sadrže određene dijelove nefrona. Bubrežna kora 

bubrega štakora analogna je ljudskoj kori, a prevladavajuća struktura u korteksu bubrega je 

glomerul, kao i proksimalni i distalni zavijeni kanalići koji su odgovorni za reapsorpciju 70 - 80 

% glomerularnog filtrata. Unutarnja medula štakorskog bubrega analogna je srži bubrega čovjeka, 

gdje obje sadrže suženi dio Henleove petlje i sabirne kanaliće. Bubreg štakora ima dva dodatna 

sloja smještena između kore i unutarnje medule, a to su vanjski i unutarnji omotač vanjske 

medule (33).  

 

1.5. Šećerna bolest – prevalencija, etiologija, dijagnostika 

Šećerna bolest (engl. diabetes mellitus, DM) je skup metaboličkih poremećaja čija 

incidencija i prevalencija bilježe porast u cijelom svijetu, najizraženije u nerazvijenim zemljama i 

zemljama u razvoju. Prema posljednjim statističkim analizama, globalna prevalencija šećerne 

bolesti u odrasloj populaciji u dobi od 20 do 79 godina iznosila je u 2021. godini 10,5 %, s 
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pretpostavkom daljnjeg rasta do čak 12,5 % u 2045. godini. Navedeno upućuje da će do 2045. 

godine gotovo 650 milijuna ljudi bolovati od šećerne bolesti kao jedne od najčešćih kroničnih 

metaboličkih bolesti današnjice (34). Osim visoke incidencije i prevalencije koja je gotovo 

jednaka kod muškaraca i žena, šećernu bolest prate i visoka stopa morbiditeta i mortaliteta zbog 

čega je šećerna bolest 7. po učestalosti uzrok smrtnosti u svijetu. Štoviše, gotovo 1,5 milijuna 

smrtnih slučajeva u svijetu godišnje nastaje kao posljedica neliječene ili slabo liječene šećerne 

bolesti (35). Šećerna bolest je kao endokrini poremećaj primarno karakterizirana povećanom 

koncentracijom glukoze u krvi koja nastaje kao posljedica smanjenja to jest nedostatne 

proizvodnje inzulina u β-stanicama Langerhansovih otočića gušterače ili kao posljedica 

rezistencije, tj. neosjetljivosti perifernih tkiva na djelovanje inzulina (36). Naime, inzulin kao 

anabolički hormon koji se oslobađa iz β-stanica Langerhansovih otočića gušterače kao odgovor 

na hiperglikemiju neposredno nakon jela djeluje na način da potiče prijenos glukoze u mišićne i 

masne stanice uz pohranu glukoze u obliku glikogena. S druge strane inzulin sprječava 

razgradnju glikogena i glukoneogenezu – biosintezu glukoze iz neugljikohidratnih supstanci 

poput laktoze i drugih (37). U slučaju snižene koncentracije glukoze u krvi – hipoglikemije, 

smanjuje se otpuštanje inzulina, a dolazi do pojačanog otpuštanja njegovog kontraregulatornog 

hormona glukagona koji smanjuje prijenos glukoze u periferna tkiva te potiče glikogenolizu i 

glukoneogenezu (38). Osim poremećaja metabolizma ugljikohidrata, šećernu bolest karakterizira 

i poremećaj metabolizma lipida, proteina i ostalih sastavnica organizma. Naime, u slučaju 

nedostatne aktivnosti inzulina ne dolazi do apsorpcije glukoze u ciljne stanice kao ni do njene 

pohrane u jetrenom i mišićnom tkivu (39). Posljedično tome dolazi do razvoja povećane razine 

glukoze u krvi, smanjene sinteze bjelančevina, lipolize ili razgradnje masti uz povećanu razinu 

slobodnih masnih kiselina u perifernoj krvi i posljedičnu metaboličku acidozu (40). Kada je 

razina glukoze u krvi dulje vrijeme veća od 10,5 mmol/L, dolazi do prelaska bubrežnog praga 

reapsorpcije glukoze te se ista pojačano izlučuje urinom u obliku glukozurije i prateće osmotske 

diureze koja nastaje zbog povećanja osmotskog tlaka mokraće i smanjene reapsorpcije vode u 

bubrezima (41). Posljedično tome razvijaju se glavni simptomi šećerne bolesti: poliurija – 

prekomjerno mokrenje, polidipsija – prekomjerno žeđanje i polifagija – prekomjerna glad. Ostali 

simptomi šećerne bolesti mogu uključivati gubitak tjelesne težine, zamućen vid, glavobolju, 

malaksalost, svrbež kože, otežano cijeljenje rana i druge (42).  Klinički znakovi i simptomi 

šećerne bolesti mogu se pojaviti naglo kao u tipu 1 šećerne bolesti, ili pak znatno sporije kao u 

tipu 2 šećerne bolesti koju nerijetko u trenutku postavljanja dijagnoze prate već razvijene 

kronične komplikacije šećerne bolesti poput dijabetičke retinopatije, nefropatije i neuropatije 

(43). Dijagnoza šećerne bolesti postavlja se na temelju nekoliko parametara: izmjerena razina 
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glukoze u krvi natašte ≥ 7 mmol/L u dva neovisna mjerenja (nakon 8 sati vremena bez unosa 

kalorija), slučajan nalaz glukoze u krvi ≥ 11,1 mmol/L, nalaz glukoze u krvi 2 sata poslije 

opterećenja glukozom (engl. oral glucose tolerance test, OGTT) ≥ 11,1 mmol/L u dva neovisna 

mjerenja ili glikirani hemoglobin - HbA1c kao odraz prosječne tromjesečne razine šećera u krvi ≥ 

6,5 % (44). Upravo je glikirani hemoglobin glavna  mjera ishoda i razvoja kroničnih komplikacija 

šećerne bolesti (45). Točna etiologija šećerne bolesti još uvijek nije u potpunosti razjašnjena. 

Osim genetske predispozicije, važni etiološki čimbenici razvoja šećerne bolesti su nepovoljne 

životne navike poput pušenja, prekomjerne tjelesne težine, neadekvatne prehrane bogate 

zasićenim masnim kiselinama i ugljikohidratima, nedostatna tjelesna aktivnost i drugi (46). Ne 

postoji poznata mjera prevencije šećerne bolesti tipa 1, no na pojavu šećerne bolesti tipa 2 

možemo utjecati redukcijom tjelesne težine, uravnoteženom prehranom, adekvatnom fizičkom 

aktivnošću, izbjegavanjem pušenja i drugim povoljnim životnim navikama kao i kontrolom 

drugih čimbenika rizika poput hiperkolesterolemije i arterijske hipertenzije (47). Adekvatna 

kontrola glikemije se smatra ključnim korakom u sprječavanju ili odgađanju razvoja kroničnih 

mikrovaskularnih i makrovaskularnih komplikacija šećerne bolesti (48). 

1.6. Tipovi šećerne bolesti  

S obzirom na uzrok, ovaj metabolički poremećaj se može podijeliti na dva osnovna tipa: 

šećerna bolest tip 1 (engl. diabetes mellitus type 1, DM1) ili o inzulinu ovisan tj. juvenilni oblik 

šećerne bolesti, i šećerna bolest tip 2 (engl. diabetes mellitus type 2, DM2) ili o inzulinu neovisan 

tj. adultni oblik šećerne bolesti. Šećerna bolest tipa 2 najčešći je oblik šećerne bolesti koji čini 

otprilike 85 - 90 % svih slučajeva te se javlja uglavnom u srednjoj i starijoj životnoj dobi, a 

karakterizirana je neosjetljivošću perifernih tkiva na inzulin. Svega 5 - 10 % svih slučajeva 

šećerne bolesti čini šećerna bolest tipa 1 koja se najčešće javlja u mlađoj životnoj dobi kao 

posljedica nedostatnog lučenja inzulina (49). Osim navedenih, poznati su još neki manje česti 

tipovi šećerne bolesti poput gestacijskog dijabetesa, šećerne bolesti povezane s bolestima 

gušterače, šećerne bolesti uzrokovane lijekovima te MODY (engl. maturity onset diabetes of the 

young) i LADA (engl. latent autoimmune diabetes in adults) kao posebni oblici šećerne bolesti 

(43).  

1.6.1. Gestacijski dijabetes  

Gestacijski dijabetes je oblik šećerne bolesti tipa 2 koji se javlja za vrijeme trudnoće u 

žena koje do tada nisu imale šećernu bolest. Nastaje kao posljedica kombinacije neadekvatnog 
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lučenja inzulina i neosjetljivosti perifernih tkiva na inzulin (50). Gestacijski dijabetes se može 

pronaći u 2 - 10 % svih trudnoća i u većini slučajeva nestaje nakon poroda. Ipak, čak 5 - 10 % 

žena koje su imale gestacijski dijabetes kasnije tijekom života razvijaju neki od oblika šećerne 

bolesti, najčešće šećernu bolest tipa 2 (51). U liječenju gestacijskog dijabetesa koriste se primarno 

dijetetske mjere, a u manjem broju slučajeva potrebno je farmakološko liječenje, i to inzulinska 

terapija (52, 53). Osim navedenog, potrebno je učestalije praćenje trudnica s gestacijskim 

dijabetesom radi veće učestalosti makrosomije i različitih malformacija ploda, uključujući 

skeletne, neurološke i srčane malformacije (54). 

1.6.2. MODY 

MODY je autosomno dominantni nasljedni oblik šećerne bolesti koji nastaje zbog 

mutacije gena koji uzrokuju poremećaje u produkciji inzulina. MODY čini svega 1 – 2 % svih 

slučajeva šećerne bolesti (55). Ovisno o mutaciji gena koja je prisutna, može se podijeliti na 

najmanje 13 tipova od kojih je MODY 2 najčešći, a isti nastaje zbog mutacije gena 

glukokinaze koja pomaže metabolizam glukoze u jetri (56). O specifičnoj mutaciji gena ovisi i 

klinička prezentacija i dob javljanja bolesti, no najčešće se MODY prvi put prezentira u 

mlađoj životnoj dobi, 15. - 25. godine života. Bolesnici oblikom šećerne bolesti MODY u 

najvećem broju slučajeva euglikemiju mogu duže vrijeme održavati bez primjene inzulina 

(57).  

   

1.6.3. LADA  

             LADA je sporo progresivan oblik autoimune šećerne bolesti koji je sličan šećernoj 

bolesti tipa 1, ali se za razliku od nje javlja nešto kasnije, prosječno iza 30. godine života. 

Zbog navedenog se LADA ponekad pogrešno dijagnosticira kao šećerna bolest tipa 2 (58). 

Nastaje kao posljedica prisutnosti antitijela na β-stanice gušterače s posljedično smanjenom 

proizvodnjom inzulina. Ipak, bolesnici s ovim oblikom bolesti rjeđe i kasnije zahtijevaju 

primjenu inzulina od bolesnika sa šećernom bolesti tipa 1 (59). 

 

1.6.4. Šećerna bolest uzrokovana bolestima gušterače i lijekovima 

              Različite akutne i kronične bolesti gušterače kao što su  recidivi akutnog 

pankreatitisa, kronični pankreatitis, fibrokalkulozna pankreatopatija, cistična fibroza, 

hereditarna hemokromatoza i druge mogu u konačnici destrukcijom tkiva gušterače dovesti do 
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smanjene produkcije inzulina i razvoja šećerne bolesti (60, 61). Također, destrukcija tkiva 

gušterače se može dogoditi i u nizu virusnih infekcija koje zahvaćaju gušteraču, poput 

citomegalovirusne infekcije i infekcije virusom Coxaciae B. Poznat je razvoj šećerne bolesti u 

nizu endokrinopatija, kao što su Cushingov sindrom, hipertireoidizam, hipotireoidizam te 

feokromocitomom i glukagonomom inducirana endokrinopatija (62). Štoviše, i različiti 

lijekovi poput kortikosteroida, levotiroksina, statina i β-adrenergičkih agonista mogu dovesti 

do hiperglikemije i razvoja šećerne bolesti (63).  

 

1.6.5. Šećerna bolest tipa 2 (DM2) 

Šećerna bolest tipa 2 ili oblik šećerne bolesti neovisan o inzulinu javlja se pretežno u 

odrasloj životnoj dobi, najčešće iza 50. godine života. Ipak, sve češće se šećerna bolest tipa 2 

pojavljuje i u mlađoj životnoj dobi, čak i kod adolescenata, i to zbog porasta učestalosti pretilosti, 

neadekvatne prehrane i sjedilačkog načina života. Navedeni čimbenici se, uz genetsku 

predispoziciju, smatraju glavnim etiološkim čimbenicima šećerne bolesti tipa 2 (46, 47). Kao što 

je ranije spomenuto, DM2 nastaje kao posljedica neosjetljivosti perifernih tkiva na inzulin (64). U 

početnoj fazi bolesti javlja se kompenzatorni odgovor u smislu hipersekrecije inzulina, no s 

vremenom dolazi do iscrpljivanja β-stanica Langerhansovih otočića gušterače s posljedičnim 

smanjenjem izlučivanja inzulina (65). Većina bolesnika prije razvoja šećerne bolesti tipa 2 

pokazuje znakove predijabetesa. Predijabetes je stanje kojeg karakteriziraju granične vrijednosti 

glukoze u krvi od 5,6 do 6,9 mmol/L natašte te vrijednosti OGTT-a od 7,8 do 11 mmol/L dva sata 

nakon obroka. Progresija predijabetesa u šećernu bolest može biti spriječena ili odgođena 

dijetetskim mjerama i lijekovima koji povećavaju osjetljivost perifernih tkiva na inzulin ili 

smanjuju jetrenu produkciju glukoze (66). Osim higijensko-dijetetskih mjera, u liječenju šećerne 

bolesti tipa 2 koriste se različiti lijekovi koji povećavaju izlučivanje inzulina poput derivata 

sulfonilureje, povećavaju osjetljivost perifernih tkiva na inzulin poput bigvanida metformina, 

smanjuju reapsorpciju glukoze u proksimalnim zavijenim kanalićima bubrega poput SGLT-

inhibitora ili pak djeluju kao glukagonu sličan peptid 1 (engl. glucagon-like peptide 1, GLP-1) 

agonisti ili dipeptidil peptidaza 4 (engl. dipeptidyl peptidase-4, DPP4) inhibitori (67). S obzirom 

na spomenuti relativni nedostatak inzulina koji se u konačnici događa i u šećernoj bolesti tipa 2, 

bolesnici koji boluju od navedene bolesti nerijetko zahtijevaju i inzulinsku terapiju (68). 
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1.6.6. Šećerna bolest tipa 1 (DM1) 

           Šećerna bolest tipa 1 je idiopatski, tj. imunološki posredovan oblik šećerne bolesti u 

kojem dolazi do stvaranja različitih protutijela koja u konačnici dovode do destrukcije β-

stanica Langerhansovih otočića gušterače koje u normalnim uvjetima proizvode inzulin (69). 

Zbog navedenog je u liječenju DM1 nužna primjena inzulina te se stoga ovaj tip naziva i 

inzulin ovisna šećerna bolest (70). Pojavljuje se češće u mlađoj životnoj dobi, kod djece i 

adolescenata (36). Osim okolišnih čimbenika u koje se primarno ubrajaju virusne infekcije, 

ključnu ulogu u nastanku šećerne bolesti tipa 1 imaju i nasljedni čimbenici, i to najizraženije 

tzv. HLA – ljudski leukocitni antigeni (engl. human leukocye antigens) DR3/DR4 (71). Kod 

bolesnika sa šećernom bolesti tipa 1 mogu se naći različita protutijela, uključujući protutijela 

na dekarboksilazu glutaminske kiseline (engl. glutamic acid decarboxlylase, GAD), 

protutijela na Langerhansove otočiće (engl. islet cell autoantibodies, ICA) te protutijela na 

endogeni inzulin (engl. insulin autoantibody, IAA) (72). Ova autoantitijela dovode do 

nedostatne produkcije  inzulina i posljedične hiperglikemije pri čemu dolazi do razvoja 

karakterističnih simptoma bolesti: poliurije, polidipsije, polifagije, slabosti i malaksalosti te 

gubitka tjelesne težine. Nerijetko se dijagnoza šećerne bolesti tipa 1 postavi tek po razvoju 

akutnih i životno ugrožavajućih komplikacija šećerne bolesti, poput hipoglikemije, dijabetičke 

ketoacidoze i drugih (43).  

 

1.7. Komplikacije hiperglikemije i šećerne bolesti 

Povećana razina glukoze u krvi u šećernoj bolesti uzrokuje brojne komplikacije koje 

dijelimo na akutne i kronične. Akutne komplikacije šećerne bolesti su hitna, životno 

ugrožavajuća stanja koja zahtijevaju žurno liječenje, nerijetko i hospitalizaciju. U njih se 

ubrajaju hipoglikemija, dijabetička ketoacidoza, hiperosmolarno hiperglikemijsko stanje i 

laktacidoza. Kronične komplikacije šećerne bolesti se tijekom vremena javljaju u velikog 

broja bolesnika sa šećernom bolesti. S obzirom na visoku stopu morbiditeta i mortaliteta koju 

sa sobom nose, kronične komplikacije šećerne bolesti predstavljaju velik javnozdravstveni 

problem diljem svijeta (43). Kronične komplikacije šećerne bolesti nastaju kao posljedica 

oštećenja endotelnih stanica velikih ili malih krvnih žila te se sukladno tome mogu podijeliti 

na makrovaskularne i mikrovaskularne komplikacije šećerne bolesti (73). U mikrovaskularne 

komplikacije spadaju dijabetička retinopatija, dijabetička nefropatija i dijabetička neuropatija. 

S druge strane, makrovaskularne komplikacije šećerne bolesti očituju se zahvaćenošću velikih 
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krvnih žila poput aorte, karotidnih i vertebralnih arterija s posljedično razvijenom koronarnom 

ili cerebralnom arterijskom bolesti i velikim rizikom od razvoja srčanog infarkta i moždanog 

udara (74, 75).    

1.7.1. Akutne komplikacije šećerne bolesti 

          U akutne komplikacije šećerne bolesti ubrajaju se hipoglikemija, dijabetička 

ketoacidoza i hiperosmolarno hiperglikemijsko stanje (76). Hipoglikemija je stanje 

karakterizirano smanjenom koncentracijom glukoze ispod 3,5 mmol/L u perifernoj krvi. 

Hipoglikemija se može razviti u svim tipovima šećerne bolesti, najčešće kao posljedica 

neadekvatne prehrane i fizičke aktivnosti te primjene inzulina ili određenih lijekova. Glavni 

simptomi hipoglikemije su ubrzan rad srca – tahikardija, ubrzano disanje, preznojavanje, 

konfuzija, razdražljivost, agresivnost te izražena glad, a ista može progredirati sve do 

ozbiljnijih poremećaja svijesti i kome (77). U liječenju blažih i umjerenih oblika 

hipoglikemije koriste se peroralni pripravci brzo apsorbirajućih ugljikohidrata, dok teži oblici 

praćeni poremećajima svijesti zahtijevaju intravensku primjenu glukoze ili primjenu 

glukagona intramuskularno (78). Dijabetička ketoacidoza akutno je i životno ugrožavajuće 

stanje koje se javlja pretežno u šećernoj bolesti tipa 1. Nastaje zbog apsolutnog manjka 

inzulina pri čemu dolazi do prekomjerne razgradnje masti tj. lipolize s oslobađanjem velike 

količine slobodnih masnih kiselina. Slobodne masne kiseline potom ubrzanim procesom β-

oksidacije u jetri dovode do nastanka ketonskih tijela s posljedičnom ketoacidozom (40). Za 

razvoj dijabetičke ketoacidoze nerijetko je potrebna prisutnost i različitih okidača poput 

infekcija, neadekvatne primjene inzulina, primjene glukokortikoida i slično. Dijabetička 

ketoacidoza je karakterizirana izraženom hiperglikemijom, acidemijom i ketonemijom. 

Najčešće se manifestira bolovima u trbuhu, mučninom, dubokim i ubrzanim disanjem – 

Kussmalovim disanjem, karakterističnim zadahom po acetonu, slabošću, konfuzijom i 

poremećajima svijesti koji nastaju kao posljedica razvijenog moždanog edema (79). Zbog 

svega navedenog, kao i zbog relativno visoke smrtnosti koja iznosi od 1 do 5 %, bolesnici s 

dijabetičkom ketoacidozom zahtijevaju žurnu hospitalizaciju u jedinici intenzivnog liječenja 

radi kontinuirane primjene inzulina i izotoničnih otopina uz kontinuirano praćenje vitalnih 

funkcija (76, 80). Hiperosmolarno hiperglikemijsko stanje akutna je komplikacija šećerne 

bolesti, i to najčešće šećerne bolesti tipa 2. Karakterizirana je izrazito visokim vrijednostima 

glukoze (glukoza u krvi > 30 mmol/L) uz povećanu osmolarnost plazme (osmolarnost > 320 

mOsm/kg), a bez razvijene značajne ketoacidoze (pH > 7,3) (81). Klinički znakovi ovog 
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stanja uključuju prvenstveno znakove dehidracije, poput slabosti i malaksalosti, mišićnih 

grčeva, oslabljenog vida i različitih stupnjeva poremećaja svijesti. Također, hiperosmolarno 

hiperglikemijsko stanje prati visok rizik razvoja komplikacija poput moždanog udara, 

rabdomiolize, diseminirane intravaskularne koagulacije, okluzije mezenterijalne arterije i 

drugih (82). Posljedično tome, hiperosmolarno hiperglikemijsko stanje u odnosu na 

dijabetičku ketoacidozu prati i veća smrtnost od gotovo 10 - 15 %. U liječenju ovog stanja 

ključna je adekvatna nadoknada tekućine i elektrolita uz primjenu antibiotske terapije i 

niskomolekulskog heparina radi prevencije pratećih tromboembolijskih incidenata (76, 80, 

81). 

 

1.7.2. Kronične komplikacije šećerne bolesti 

          Svi oblici šećerne bolesti nose rizik razvoja kroničnih komplikacija koje se najčešće 

javljaju 10 - 20 godina nakon početka šećerne bolesti. Ipak, ponekad kronične komplikacije 

šećerne bolesti mogu biti i prvi simptom kod bolesnika s do tada neprepoznatom šećernom 

bolesti (43). Šećerna bolest udvostručuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti te su 

upravo one uzrok smrtnosti u čak 75 % bolesnika sa DM (83). Osim koronarne arterijske 

bolesti, u skupinu makrovaskularnih komplikacija šećerne bolesti spada i cerebrovaskularna 

bolest s posljedičnim tranzitornim ishemijskim atakima ili cerebrovaskularnim inzultima te 

periferna arterijska bolest (84). Mikrovaskularne komplikacije šećerne bolesti očituju se 

najčešće zahvaćenošću mrežnice, perifernih živaca i bubrega, a nastaju kao posljedica 

oštećenja endotela malih krvnih žila. U dijabetičkoj retinopatiji zbog oštećenja endotelnih 

stanica krvnih žila mrežnice dolazi do postupnog slabljenja vida sve do sljepoće. Štoviše, 

dijabetička retinopatija glavni je uzrok sljepoće u razvijenim zemljama (74, 85). Šećerna 

bolest povećava rizik i od razvoja glaukoma i katarakte, stoga bolesnici sa šećernom bolesti 

moraju provoditi redovite oftalmološke preglede, optimalno jednom godišnje (85). 

Oštećenjem malih krvnih žila perifernih živaca dolazi do razvoja dijabetičke neuropatije kao 

najčešće mikrovaskularne komplikacije šećerne bolesti koja se razvija u gotovo polovice 

bolesnika sa šećernom bolesti. Ista se može manifestirati na više načina: proksimalnom 

dijabetičkom neuropatijom, autonomnom neuropatijom, gastroparezom te razvojem 

dijabetičkih ulkusa i dijabetičkog stopala koji nerijetko zahtijevaju amputacije zahvaćenih 

udova (86). Također, šećerna bolest se dovodi u vezu i sa slabljenjem kognitivne funkcije te 

se kod bolesnika sa šećernom bolesti bilježi za 1,2 - 1,5 puta izraženiji pad kognitivnih 

funkcija u odnosu na pojedince koji ne boluju od šećerne bolesti (87).  
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1.8. Dijabetička bolest bubrega  

Dijabetička bolest bubrega (engl. diabetic kidney disease, DKD) je kronična 

mikrovaskularna komplikacija šećerne bolesti koja se očituje poremećajem strukture bubrega i 

posljedičnim slabljenjem bubrežne funkcije (88). Javlja se u približno 40 % dijabetičara tijekom 

vremena, podjednako u tipu 1 i tipu 2 šećerne bolesti.  Dijabetička bolest bubrega vodeći je uzrok 

kronične bubrežne bolesti u razvijenim zemljama, koja u svojim završnim stadijima zahtijeva 

različite komplicirane modalitete nadomjesnog bubrežnog liječenja poput hemodijalize i 

peritonealne dijalize, a u konačnici nerijetko i transplantaciju bubrega. Navedeno značajno 

povećava stopu morbiditeta i mortaliteta ovih bolesnika, narušava njihovu kvalitetu života, a isto 

neminovno utječe i na socio-ekonomsku sliku zahvaćenih zemalja (89).  

1.8.1. Klinička slika, diferencijalna dijagnoza i dijagnostički postupci dijabetičke bolesti 

bubrega 

Prvi klinički znakovi dijabetičke bubrežne bolesti javljaju se najranije 5 – 10 godina od 

početka šećerne bolesti (88). Najčešći klinički znak je nikturija – učestalo noćno mokrenje, a 

drugi simptomi uključuju slabost, loše opće osjećanje, glavobolju, mučninu, povraćanje, gubitak 

apetita, svrbež kože, oticanje donjih udova i druge (90). Glavni dijagnostički kriterij za 

postavljanje dijagnoze dijabetičke bubrežne bolesti predstavlja mikroalbuminurija, tj. nalaz 

povećane razine albumina u mokraći u rasponu 30 – 300 mg/24h. Mikroalbuminurija nastaje 

zbog oštećenja i povećanja permeabilnosti glomerularne bazalne membrane, nerijetko uz 

razvijenu arterijsku hipertenziju i zabilježen pad brzine glomerularne filtracije < 90 ml/min/1,73 

m2 tijekom vremena (91). S obzirom na moguć indolentan tijek bolesti u početnom razdoblju, 

bolesnicima koji boluju od šećerne bolesti preporučuju se redovite godišnje kontrole bubrežne 

funkcije i razine albumina u urinu, i to bolesnicima s tipom 2 šećerne bolesti odmah po 

postavljanju dijagnoze, a bolesnicima s tipom 1 šećerne bolesti počevši od 5 godina od 

dijagnosticiranja iste (90). Unatoč tome što se albuminurija danas smatra zlatnim standardom za 

postavljanje dijagnoze dijabetičke bubrežne bolesti, ista ima ograničenu osjetljivost s obzirom da 

nemali broj bolesnika s razvijenom dijabetičkom bubrežnom bolesti ima prisutnu 

glomerulosklerozu sa zabilježenim značajnim padom brzine glomerularne filtracije i bubrežne 

funkcije, a bez razvoja značajne albuminurije (92). Zbog navedenog se dodatno nameće potreba 

provođenja daljnjih istraživanja s ciljem detekcije novih molekula i biomarkera radi 
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pravovremenog uspostavljanja dijagnoze dijabetičke bolesti bubrega kod svih bolesnika. 

Ozbiljniji klinički simptomi nastaju u slučaju razvoja nefrotskog sindroma kojeg karakterizira 

masivna proteinurija > 3,5 g/24h s razvojem hipoproteinemije i hipoalbuminemije, izraženih 

perifernih edema, hiperkolesterolemije i drugih (93). Osim navedenih laboratorijskih parametara, 

s ciljem diferencijalne dijagnoze potencijalnih drugih uzroka slabljenja bubrežne funkcije poput 

nefrolitijaze, opstrukcije kanalnog sustava bubrega, urinarnih infekcija, policistične bubrežne 

bolesti i drugih, potrebno je učiniti i ehosonografski pregled mokraćnog sustava, a u određenom 

broju slučajeva i biopsiju bubrega (94). Dijabetička bubrežna bolest se može, sukladno 

histopatološkim promjenama nađenim u bioptičkim uzorcima tkiva bubrega, klasificirati u 4 

stadija, gdje 4. stadij karakterizira nalaz nodularne glomeruloskleroze u više od 50 % glomerula 

(95). Ipak, važnija je klinička klasifikacija bolesti ovisno o razini serumskog kreatinina i brzine 

glomerularne filtracije na 5 stadija koja odgovara klasifikaciji svakog kroničnog bubrežnog 

popuštanja (27).  

1.8.2. Liječenje dijabetičke bolesti bubrega 

Glavni cilj liječenja dijabetičkih bubrežnih komplikacija je sprječavanje progresije 

bubrežnog oštećenja do završnih stadija kronične bubrežne bolesti. Trenutno liječenje dijabetičke 

bolesti bubrega uključuje smanjenje kardiovaskularnog rizika, kontrolu arterijskog krvnog tlaka i 

glikemije te inhibiciju renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava (94). S obzirom da šećerna 

bolest značajno povećava kardiovaskularni rizik te da isti djeluje kao neovisan čimbenik rizika za 

razvoj bubrežnog oštećenja, nužno je u liječenju DKD-a provoditi mjere s ciljem smanjenja 

kardiovaskularnog rizika. Navedene mjere uključuju prestanak pušenja, adekvatnu fizičku 

aktivnost i zdravu prehranu te kontrolu hiperlipidemije i hiperkolesterolemije u čiju svrhu se kod 

bubrežnih bolesnika koristi prvenstveno atorvastatin s obzirom da za isti nije potrebna korekcija 

doze sukladno razini glomerularne filtracije (47, 96). Također, i visoke vrijednosti arterijskog 

krvnog tlaka dovode do pogoršanja albuminurije i progresije dijabetičke bubrežne bolesti zbog 

čega se svim bolesnicima sa šećernom bolesti preporučuje striktna kontrola i održavanje 

arterijskog krvnog tlaka u vrijednosti ispod 125 – 130/80 mmHg. Među svim dostupnim 

antihipertenzivima, kod bubrežnih bolesnika najčešće se primjenjuju inhibitori angiotenzin 

konvertirajućeg enzima ili blokatori angiotenzin II receptora (90). Osim navedenih, s ciljem 

blokiranja RAAS sustava koji ima ključnu ulogu u razvoju dijabetičkih bubrežnih komplikacija, 

koriste se i direktni reninski inhibitori te mineralokortioidni antagonisti. Iako se istodobnom 

primjenom više lijekova iz ove skupine postiže učinkovitija supresija RAAS sustava s 
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posljedično boljom kontrolom proteinurije, rizik od mogućih nuspojava i komplikacija, poput 

hiperkalijemije i akutnog oštećenja bubrega, nadmašuje potencijalnu korist. Stoga se bolesnicima 

koji boluju od šećerne bolesti i imaju razvijenu arterijsku hipertenziju ili mikroalbuminuriju te 

druge znakove dijabetičke bubrežne bolesti preporučuje primjena samo jednog od lijekova iz ove 

skupine (97). Noviji lijekovi za liječenje šećerne bolesti koji pokazuju protektivan učinak na 

očuvanje bubrežne funkcije i razvoj proteinurije su SGLT 2 inhibitori koji imaju i povoljne 

kardiovaskularne učinke, kao i GLP-1 agonisti i DPP-4 inhibitori (98). Unatoč tome, trenutno u 

liječenju dijabetičkih bubrežnih komplikacija nema dostupnog adekvatnog terapijskog tretmana 

koji bi u potpunosti i kod svih bolesnika spriječio razvoj ili progresiju dijabetičke bubrežne 

bolesti do završnih stadija kroničnog bubrežnog zatajenja. 

1.8.3. Patofiziološki mehanizmi i morfološke karakteristike dijabetičke bolesti bubrega 

Dugotrajna neregulirana šećerna bolest posljedično hiperglikemiji i njenim 

posljedicama očituje se prvenstveno hemodinamskim poremećajem na razini malih krvnih žila 

bubrega s vazodilatacijom aferentne i vazokonstrikcijom eferentne arteriole. Navedene 

promjene dovode do porasta intraglomerularnog tlaka s glomerularnom kapilarnom 

hipertenzijom i hiperfiltracijom (99). Uz porast intraglomerularnog tlaka, aktivacija renin-

angiotenzin-aldosteronskog sustava u šećernoj bolesti dovodi i do porasta sistemskog 

arterijskog tlaka. Osim hemodinamskih promjena, u dijabetičkoj bolesti bubrega nalazimo i 

brojne metaboličke promjene koje prvenstveno nastaju kao posljedica stvaranja tzv. završnih 

produkata glikacije (engl. advanced glycation end products, AGE) (100). Završni produkti 

glikacije su kemijska skupina molekula koje nastaju neenzimatskom reakcijom glukoze i 

amino-skupina proteina, lipida i nukleinskih kiselina, najčešće lizina i arginina. AGE produkti 

talože se na bjelančevine endotela krvnih žila s posljedičnim razvojem niza kroničnih 

komplikacija šećerne bolesti, uključujući kardiovaskularnu bolest i dijabetičku bolest bubrega 

(101). Također, vezivanjem AGE produkata na njihov receptor (engl. receptor of advanced 

glycation end products, RAGE) dolazi do pojačane produkcije reaktivnih kisikovih radikala i 

stimulacije niza intracelularnih molekula poput protein kinaze C i aktivacije transformirajućeg 

čimbenika rasta β (engl. transforming growth factor β, TGF-β) i vaskularnog endotelnog 

čimbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) (102). Ovi čimbenici, 

zajedno s hemodinamskim promjenama, dovode do ozljede podocita, oksidativnog stresa, 

upale i posljedične fibroze (99). Najtipičnija morfološka značajka povezana s dijabetičkom 

bolesti bubrega je zadebljanje glomerularne bazalne membrane s posljedičnom disfunkcijom 
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glomerula i mikroalbuminurijom, mezangijalnom ekspanzijom, glomerularnom sklerozom, 

skraćivanjem podocita, promjenom glikokaliksa itd (95). Porast broja mezangijskih stanica i 

posljedična ekspanzija mezangija dovode do formiranja karakterističnih Kimmelsteil-

Wilsonovih čvorića koji se mogu naći u 40 – 50 % bolesnika s razvijenom dijabetičkom 

bolesti bubrega s mogućim razvojem dijabetičke nodularne glomeruloskleroze (103). Osim 

promjena na razini glomerula, u dijabetičkoj bolesti bubrega dolazi i do značajnih promjena 

tubulointersticija. Štoviše, nedavna otkrića upućuju da bi proksimalni zavijeni kanalići mogli 

biti početno mjesto oštećenja i potencijalno novo mjesto terapijskog djelovanja u dijabetičkoj 

bolesti bubrega, dok su neke studije ukazale na važnost promjena u tubularnim epitelnim 

stanicama distalnih zavijenih kanalića u patofiziologiji iste (104, 105). Razvoj kroničnih 

dijabetičkih komplikacija složeni je proces koji, između ostalog, uključuje modifikaciju 

sinteze dušikovog oksida i oslabljeni sustav popravljanja oštećene i pogrešno sparene 

deoksiribonukleinske kiseline (engl. deoxyribonucleic acid, DNA). Oksidativni stres putem 

pretjerane proizvodnje superoksidnog iona i drugih reaktivnih vrsta kisika (engl. reactive 

oxygen species, ROS) u šećernoj bolesti uzrokuje mutacije stanične i mitohondrijske DNA 

(106). Reaktivni kisikovi radikali su molekule koje sadrže kisik i nespareni elektron zbog 

kojeg se smatraju slobodnim radikalima. ROS djeluju na način da oksidiraju DNA, proteine, 

lipide i ugljikohidrate čime stvaraju oksidativni stres koji je karakteriziran oštećenjem 

mitohondrija i stanica s indukcijom programirane stanične smrti stanica tj. apoptoze (107). 

Mitohondrijski posredovana stanična smrt se odvija i aktivacijom kaspaze 3 i endonukleaze, 

oslobađanjem citokroma C te slabom energetskom opskrbom zbog nedostatne produkcije 

adenozin trifosfata (engl. adenosine triphosphate, ATP) (108). Također, oksidativni stres 

dovodi do aktivacije jezgrinog enzima poli-ADP ribozne polimeraze-1 (engl. poly(ADP-

ribose) polymerase-1, PARP-1) koji usporava glikolizu, transport elektrona i stvaranje ATP-a, 

a ima ulogu i u detekciji oštećenja i pogrešno sparene DNA, aktivaciji transkripcije upalnih i 

drugih čimbenika te indukciji apoptoze. PARP-1 se povezuje i s oštećenjima endotelnih 

stanica krvnih žila s posljedičnim razvojem makrovaskularnih i mikrovaskularnih 

komplikacija šećerne bolesti, uključujući dijabetičku retinopatiju i dijabetičku bolest bubrega 

(109). Do sada poznati i snažni stanični antioksidansi koji umanjuju posljedice oksidativnog 

stresa su glutation, superoksid dismutaza i katalaza. Terapijska uloga antioksidansa s ciljem 

sprječavanja oksidativnog stresa i njegovih posljedica te patoloških stanja koja se dovode u 

vezu s istim predmet je brojnih istraživanja (110). Između ostalog, oksidativni stres putem 

oštećenja stanične i mitohondrijske DNA uzrokuje genomsku nestabilnost uz veći rizik 

započinjanja i napredovanja karcinogeneze (111). Potpuno razumijevanje molekularnih i 
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patogenetskih mehanizama u razvoju dijabetičke bubrežne bolesti nužno je jer je dokazana 

snažna veza između šećerne bolesti i karcinoma bubrega (112-115). Uz to, jedno nedavno 

istraživanje utvrdilo je prisutnost mutacija više onkogena i tumor supresorskih gena u kori 

bubrega dijabetičara (104). Navedeni rezultati dodatno su naglasili nužnost provođenja 

dodatnih istraživanja o izražaju i funkciji različitih drugih gena koji sudjeluju u procesu 

karcinogeneze kod dijabetičara, uključujući gene za popravak pogrešno sparene DNA. 

 1.9. Geni za popravak pogrešno sparene DNA 

Geni za popravak pogrešno sparene DNA (engl. mismatch repair genes, MMR) sudjeluju 

u održavanju homeostaze DNA i genomske stabilnosti, a čine u eukariota visoko konzerviran 

sustav od osam MMR gena koji koordinirano djeluju u nekoliko koraka kako bi pokrenuli 

popravak pogrešno sparene DNA (116). Dvije su osnovne skupine gena za popravak pogrešno 

sparene DNA: MutS homolozi (prema bakteriji Escherichia coli u kojoj su prvotno izolirani) u 

koje spadaju MutS protein homolog 2 (engl. MutS protein homolog 2, MSH2), MutS protein 

homolog 3 (engl. MutS protein homolog 3, MSH3), MutS protein homolog 5 (engl. MutS protein 

homolog 5, MSH5) i MutS protein homolog 6 (engl. MutS protein homolog 6, MSH6) te MulL 

homolozi u koje se ubrajaju MulL protein homolog 1 (engl. MutL protein homolog 1, MLH1), 

MulL protein homolog 3 (engl. MutL protein homolog 3, MLH3), post-mejotički segregacijski 

protein 1 (engl. post-meotic segregation protein 1, PMS1) i post-mejotički segregacijski protein 2 

(engl. post-meotic segregation protein 2, PMS2). Glavna uloga MMR gena je prepoznavanje i 

popravak pogrešno sparenih baza/nukleotida i malih insercijskih/delecijskih pogrešaka koje se 

događaju prilikom replikacije DNA (117). Naime, ključnu ulogu u prepoznavanju pogrešno 

sparene DNA imaju MutS homolozi, točnije MutS protein homolog 2 koji, da bi izvršio svoju 

funkciju kao MMR gen, čini heterodimer zajedno s MSH6 ili MSH3. S obzirom da je u ljudskom 

organizmu MSH6 izražen 10 puta više u odnosu na MSH3, upravo heterodimer MutS α kao 

heterodimer između MSH2 i MSH6 u najvećem broju slučajeva prvo prepoznaje grešku. Osim 

toga, MutS α je zadužen primarno za popravak pogrešno sparenih baza/nukleotida i malih 

dinukleotidnih insercijskih/delecijskih pogrešaka sastavljenih od 1 – 2 nukleotida (118). S druge 

strane, MutS β, heterodimer sastavljen od MSH2 i MSH3, zaslužan je za prepoznavanje većih 

insercijskih/delecijskih pogrešaka sastavljenih od najviše 13 nukleotida koje se događaju u 

mikrosatelitima kao repetitivnim sekvencama DNA sastavljenim od 1 – 5 nukleotida koji se 

pružaju duž čitavog genoma (119). Kristalna struktura i mehanizam djelovanja MutS α i MutS β 

heterodimera nisu u potpunosti razjašnjeni. Poznato je da navedeni proteini nakon prepoznavanja 
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i vezivanja za pogrešno sparen segment DNA djeluju kao ATP-aze koje  ovisno o promjeni 

adenozin difosfata (engl. adenosine diphosphate, ADP) u ATP doživljavaju konformacijsku 

promjenu te poprimaju ulogu takozvane „klizne stezaljke“ (engl. sliding clamp). Navedeno im 

omogućuje lateralno pomicanje s početnog mjesta oštećenja DNA duž lanca DNA u oba smjera, a 

nakon rekrutacije ostalih ključnih gena u procesu popravka pogrešno sparene DNA, s obzirom da 

navedeni MutS proteini nisu u mogućnosti prepoznati koji od lanaca DNA je osnovni to jest 

parentalni, a koji novosintetiziran (120). MutS α/β heterodimer potom aktivira drugi heterodimer 

između MLH1 i PMS2, MLH3 ili PMS3 te u konačnici ovaj proteinski kompleks formiran od dva 

seta heterodimera omogućuje pokretanje popravka pogrešno sparene DNA (116). MutL α kao 

heterodimer između MLH1 i PMS2 dislocira DNA polimerazu i proliferirajući stanični jezgreni 

antigen (engl. proliferating cell nuclear antigen, PCNA) s novosintetiziranog lanca DNA i dovodi 

do aktivacije enzima DNA helikaze, egzonukleaze 1 (engl. exonuclease 1, Exo1) i drugih proteina 

potrebnih za razdvajanje dvolančane molekule DNA i eksciziju pogrešno sintetiziranih nukleotida 

(121). Nakon ekscizije odgovarajućeg dijela lanca DNA, dolazi do aktivacije DNA polimeraze i 

DNA ligaze koje vrše ponovnu sintezu lanca DNA s odgovarajućim bazama/nukleotidima. Točna 

uloga MutL β kao heterodimera između MLH1 i PMS1 nije u cijelosti poznata, dok MultL γ kao 

heterodimer između MLH1 i MLH3 ima ključnu ulogu u mejotičkoj rekombinaciji (122). MMR 

geni uključeni su, osim u popravak vezan uz replikaciju i transkripciju različitih oblika oštećenja 

DNA, i u brojne druge biološke procese kao što su mitotska i mejotička rekombinacija, kontrola 

staničnog ciklusa i indukcija programirane stanične smrti – apoptoze, somatske hipermutacije 

imunoglobulinskih gena, ekspanzija repetitivnih trinukleotidnih ponavljanja u mikrosatelitima i 

drugo (117). Posljedično tome, geni za popravak pogrešno sparene DNA su, sukladno svojoj 

primarnoj ulozi u popravku replikacijskih oštećenja DNA, slabo izraženi u većini stanica ljudskog 

organizma, osim u visoko proliferativnim tkivima i stanicama, gdje je stopa navedenih oštećenja 

ujedno i veća (123). Oštećen sustav za popravak pogrešno sparene DNA uzrokovan genskom 

mutacijom ili hipermetilacijom njihovog promotorskog mjesta dovodi do mikrosatelitske 

nestabilnosti i veće učestalosti spontanih mutacija (117). Mikrosatelitna nestabilnost (engl. 

microsatelite instability, MSI) kao nestabilnost kratkih repetitivnih tandemskih sekvenci DNA 

nastaje kao posljedica disfunkcionalnosti MMR sustava, što u konačnici dovodi do izraženije 

mutageneze i karcinogeneze te razvoja različitih zloćudnih tumora. Upravo se mikrosatelitna 

nestabilnost koristi kao poseban biomarker tzv. „mutacijskog fenotipa“ kod više nasljednih i 

sporadičnih tumora, uključujući nasljedni nepolipozni kolorektalni karcinom (engl. hereditary 

non-polyposis colorectal carcinoma, HNPPC) u Lynchovom sindromu (124). Lynchov sindrom 

je autosomno dominantna nasljedna bolest koju karakterizira povećan (gotovo 80 %-ni) rizik od 
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ranog razvoja nepolipoznog kolorektalnog karcinoma, najčešće prije 45. godine života. Lynchov 

sindrom karakterizira i povećan rizik od razvoja drugih izvancrijevnih tumora, uključujući 

karcinom jajnika, endometrija, želuca, hepatobilijarnog sustava, bubrega i drugih (125). Lynchov 

sindrom čini 3 – 5 % svih karcinoma debelog crijeva. Otprilike 90 % kolorektalnih karcinoma u 

Lynchovom sindromu izražava mikrosatelitsku nestabilnost koja nastaje kao posljedica genskih 

mutacija gena za popravak pogrešno sparene DNA, u  najvećem broju slučajeva MLH1 i MSH2 

te nešto rjeđe MSH6 i PMS2 (126). Ista se može naći i u 15 % sporadičnih karcinoma debelog 

crijeva. U tom slučaju MSI ne nastaje kao posljedica genske mutacije već kao posljedica različitih 

epigenetskih i posttranskripcijskih promjena koje u konačnici dovode do smanjene ili 

neadekvatne aktivnosti ovog sustava, poput hipermetilacije promotorskog mjesta MMR gena 

(127). Inaktiviranje ovih gena je, između ostalog, snažno povezano i s različitim drugim vrstama 

tumora, uključujući nasljedni i sporadični karcinom bubrega (128, 129). Karcinom bubrega 

svijetlih stanica, kao treći po učestalosti karcinom mokraćnog sustava s najvećim mortalitetom, 

čini 4 % od svih zloćudnih bolesti (130). Utvrđena je mikrosatelitna nestabilnost u otprilike 30 % 

slučajeva karcinoma bubrega, sa zabilježenim gubitkom MLH1 u 10 %, a MSH2 u 18 % 

slučajeva, dok je istovremeni gubitak MLH1 i MSH2 znatno rjeđi (131). Također, nađena je 

snažna veza između gubitka MLH1 i MSH2 i nižih gradusa tumora, što iste čini pozitivnim 

prognostičkim čimbenikom za karcinom bubrega (129). Štoviše, utvrđena je povezanost između 

smanjene aktivnosti MMR sustava i rezistencije tumorskih stanica na različite alkilirajuće agense 

i citostatike poput cisplatina, 5-fluorouracila i slične, što liječenje tumora s MMR deficijencijom 

čini dodatno izazovnim (132, 133). Do sada su geni za popravak pogrešno sparene DNA 

analizirani pretežno u kontekstu karcinogeneze, a u sadašnjoj literaturi nedostaju jasni dokazi o 

izražaju i funkciji MMR gena u različitim drugim patološkim stanjima, uključujući šećernu 

bolest.  

 

1.9.1. MutL protein homolog 1 – MLH1 

MutL protein homolog 1, kodiran genom MLH1 na 3. kromosomu, jedan je od ključnih 

proteina za popravak pogrešno sparene DNA. S obzirom da je mutacija MLH1 gena nađena u 

otprilike 30 % slučajeva Lynchovog sindroma, utvrđeno je da bi MLH1 mogao biti koristan kao 

poseban biomarker za ranu dijagnozu nasljednog nepolipoznog kolorektalnog karcinoma u 

Lynchovom sindromu (134). Također, MLH1 gen se dovodi u vezu i s drugim karcinomskim 

sindromima, poput Turcotovog sindroma kojeg karakterizira rani razvoj kolorektalnog karcinoma 

(HNPCC) i zloćudnih tumora središnjeg živčanog sustava, najčešće meduloblastoma i malignog 
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glioma (135). Što se sporadičnih tumora tiče, poremećaj MMR sustava koji se nalazi u 13 – 15 % 

sporadičnih kolorektalnih karcinoma značajno češće je posljedica deficijencije MLH1 negoli 

drugih gena za popravak pogrešno sparene DNA (127). Također, smanjen izražaj MLH1 nađen je 

u velikom postotku slučajeva i drugih karcinoma, poput nesitnostaničnog karcinoma pluća, 

karcinoma jednjaka, želuca te skvamoznih karcinoma glave i vrata (136, 137). Za razliku od 

Lynchovog sindroma gdje je smanjen izražaj MLH1 posljedica genske mutacije, u sporadičnim 

zloćudnim tumorima isti je uglavnom posljedica jedne ili više epigenetskih alteracija koje 

smanjuju ili u potpunosti utišavaju izražaj MLH1 gena, poput hipermetilacije promotorskog 

mjesta MLH1 gena ili pojačane ekspresije miR-155 mikroRNA koja u tumorskim stanicama 

kolorektalnog karcinoma pokazuje inverznu korelaciju u odnosu na izražaj MLH1 i MSH2 (138). 

Osim uloge u popravku pogrešno sparene DNA, MLH1 zajedno sa MLH3 formira heterodimer 

MutL γ koji ima ključnu ulogu u mejotičkoj rekombinaciji gdje omoguće napredovanje oocite u 

metafazu II mejoze. Posljedično tome, i muške i ženske jedinke s mutiranim MLH1 genom i 

razvijenim MLH1 (-/-) genotipom su sterilne (122). Što se šećerne bolesti tiče, samo je jedno 

istraživanje do sada ispitalo razinu anti-MLH1 protutijela u šećernoj bolesti. Naime, Muller i 

suradnici dokazali su povećanu razinu anti-MLH1 protutijela u bolesnika sa šećernom bolesti tipa 

1 čime bi se MLH1 mogao smatrati novim „malim“ autoantigenom u šećernoj bolesti, uz 

utvrđenu i njegovu povezanost s HLA-DRB1*04 antigenom (139). Od svih komplikacija šećerne 

bolesti, uloga MLH1 istražena je samo u proliferativnoj dijabetičkoj retinopatiji koja nastaje 

primarno kao posljedica oštećenja mitohondrijske DNA. U jednom istraživanju, pri izloženosti 

humanih retinalnih endotelnih stanica različitim koncentracijama glukoze, nađen je značajno 

manji izražaj MLH1 u stanicama mrežnice u uvjetima hiperglikemije koji nastaje kao posljedica 

hipermetilacije promotorskog mjesta MLH1 (140). Druga skupina istraživača utvrdila je sličan 

obrazac izražaja MLH1 i MSH2 gena u stanicama mrežnice streptozotocin-induciranih 

dijabetičkih štakora (141). Također, ispitan je i status metilacije mitohondrijske DNA u krvi 

pojedinaca sa šećernom bolesti i razvijenom proliferativnom dijabetičkom retinopatijom (142).  

 

1.9.2. MutS protein homolog 2 – MSH2  

Mut S protein homolog 2, kao jedan od MutS proteina sustava za popravak pogrešno 

sparene DNA koji ima ključnu ulogu u prepoznavanju pogrešno sparenih nukleotida i 

insercijskih/delecijskih pogrešaka, kodiran je genom MSH2 lociranim na 2. kromosomu (116). 

MSH2 djeluje i kao tumor supresorski gen, a sudjeluje u mnogim različitim oblicima popravka 

DNA, uključujući popravak ekscizije baze, homolognu rekombinaciju i popravak vezan uz 
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transkripciju (117). Od svih gena za popravak pogrešno sparene DNA, genske mutacije MSH2 su, 

uz mutacije MLH1, glavni uzrok Lynchovog sindroma (125). Štoviše, jedna od 144 do sada 

pronađene mutacije MSH2 gena čini otprilike 40 % genetskih alteracija pronađenih u Lynchovom 

sindromu (143). Slično MLH1, u uzorcima više sporadičnih zloćudnih tumora nađen je smanjen 

izražaj MSH2 koji nastaje posljedično hipermetilaciji promotorskog mjesta MSH2 gena. 

Epigenetski smanjen izražaj MSH2 gena pronađen je u otprilike 30 % slučajeva nesitnostaničnog 

karcinoma pluća, 45 % slučajeva prve manifestacije i čak 86 % slučajeva relapsa akutne 

limfoblastične leukemije, a isti se dovodi u vezu i s razvojem karcinoma jednjaka, debelog crijeva 

i hepatocelularnog karcinoma (144, 145). Također, i veliki postotak sporadičnih karcinoma 

bubrega pokazuje pojačanu metilaciju promotorskog mjesta MSH2 gena te bi se navedena 

hipermetilacija MSH2 gena mogla koristiti kao prediktivan biomarker i prognostički čimbenik 

karcinoma bubrega (146). U kontekstu šećerne bolesti, pronađen je povećan izražaj MSH2 gena 

kod bolesnika sa šećernom bolesti tipa 2 i razvijenom koronarnom arterijskom bolesti (147). S 

druge strane, kako je ranije navedeno, utvrđena je smanjena razina MSH2 u stanicama mrežnice u 

proliferativnoj dijabetičkoj retinopatiji, ali bez zabilježenog protektivnog učinka porasta razine 

MSH2 u retinalnim stanicama na razinu mitohondrijskih oštećenja kao i na progresiju dijabetičke 

retinopatije (141). Štoviše, opisana je uloga MSH2 ne samo u razvoju makrovaskularnih i 

mikrovaskularnih komplikacija šećerne bolesti, već i u otežanom oporavku kod već razvijenih 

dijabetičkih komplikacija (148).  

 

1.9.3. Post-mejotički segregacijski protein 2 - PMS2  

Post-mejotički segregacijski protein 2, kao jedan od proteina sustava za popravak 

pogrešno sparene DNA je enzim s latentnom endonukleaznom aktivnošću koja se izvodi 

uvođenjem zareza u diskontinuirani DNA lanac. Kodiran je PMS2 genom na 7. kromosomu 

(149). PMS2, uz kompeticiju s MLH3 i PMS1, stupa u interakciju s MLH1 formirajući 

heterodimer MutL α koji ima ključnu ulogu u rekrutaciji ostalih ključnih enzima u procesu 

popravka pogrešno sintetiziranih nukleotida (121). Posljedično tome, gubitak PMS2 ne dovodi 

nužno do mikrosatelitne nestabilnosti s obzirom da MLH1 može ostvariti svoju funkciju 

formirajući heterodimer i s MLH3 ili PMS1. Također, PMS2 ima važnu ulogu u kontroli 

staničnog ciklusa (150). Naime, PMS2 modulira protektivan odgovor na oštećenje DNA neovisno 

o izražaju p53 i djeluje kao pozitivni medijator staničnog preživljavanja u stanicama s defektnim 

p53 (151). Štoviše, PMS2 i MLH1 mogu zaštititi stanice od stanične smrti zaustavljajući p73-

posredovanu apoptozu (152). Defekti ovog gena dovode se u vezu s HNPCC-om u Lynchovom 
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sindromu, Turcotovim sindromom i supratentorijalnim primitivnim neuroektodermalnim 

tumorima. Također, mutacije u promotorskoj regiji PMS2 visoko su specifične za više skupina 

sporadičnih zloćudnih tumora, uključujući limfome, sarkome i melanome (126, 153). Osim 

navedenog, PMS2 ima veliku važnost i u spermatogenezi s obzirom da su jedinke s PMS2 (-/-) 

genotipom sterilne (154). U ljudskom organizmu PMS2 je pretežno slabo eksprimiran u većini 

tkiva osim u staničnoj jezgri enterocita koloničnih kripti gdje je pojačano eksprimiran sukladno 

povećanoj stopi popravka DNA koja se odvija svakodnevno u tim stanicama. Posljedično tome, 

gotovo 88 % tumorskih stanica karcinoma debelog crijeva pokazuje smanjen ili negativan izražaj 

PMS2 koji nastaje kao posljedica različitih epigenetskih promjena (155). Skupina japanskih 

istraživača utvrdila je da šećerna bolest i displipidemija značajno smanjuju izražaj PMS2 u 

stanicama pankreatičnog duktalnog adenokarcinoma s inverznom korelacijom izražaja PMS2 

prema stupnju oksidativnog stresa (156). S druge strane, izražaj PMS2 u različitim patologijama 

bubrežnog tkiva ispitan je samo u jednom istraživanju. Karin Bolin i suradnici detektirali su 6 

novih gena povezanih s razvojem lupusnog nefritisa kao nefritisa koji se javlja u sklopu 

sistemskog eritematoznog lupusa, uključujući PMS2 gen (157). Unatoč njegovoj značajnoj ulozi 

u regulaciji karcinogeneze i snažnoj povezanosti između šećerne bolesti i bubrežnog karcinoma, u 

trenutnoj literaturi nema dostupnih istraživanja o izražaju i funkciji PMS2 gena u patofiziologiji 

dijabetičke bolesti bubrega. 

 

1.9.4. Membranski protein H2A histon X - yH2AFX 

Membranski protein H2A histon X (engl. membrane protein H2A histone X, H2AFX), 

jedan je od tri histonska proteina iz H2A obitelji histona koji čini otprilike 2 – 25 % od svih H2A 

proteina u kromatinu. H2AFX zajedno s drugim H2A histonskim proteinima kao i H2B, H3 i H4 

proteinima pridonosi stvaranju nukleosoma i pregradnji kromatina (158). Također, H2AFX je 

ključni histon koji sudjeluje u otkrivanju i popravljanju dvolančanih prekida (engl. double strand 

breaks, DSB) DNA (159). Naime, već unutar 1 – 3 minute od nastupa dvolančanog prekida DNA 

dolazi do fosforilacije H2AFX na serinskom-139 mjestu od strane ataksija-teleangiektazija 

mutirajućeg proteina (engl. ataxia-teleangiectasia mutated protein, ATM), ataksija-

teleangiektazija RAD 3 povezanog proteina (engl. ataxia-teleangiectasia RAD 3 related protein, 

ATR) i protein kinaze ovisne o DNA (DNA-dependent protein kinase, DNA-PK). Navedene 

protein kinaze pripadaju fosfatidil-inozitol 3 obitelji serin-treonin protein kinaze (160). 

Fosforilacijom H2AFX nastaje njegov fosforilirani oblik (engl. phosphorylated form of H2A 

histone family member X, yH2AFX) koji se već dugi niz godina koristi kao marker dvolančanih 
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prekida DNA u „in vitro“ uvjetima (161). Točna uloga yH2AFX u popravku DNA još uvijek nije 

u potpunosti razjašnjena. Poznato je da zbog navedene modifikacije njegove strukture dolazi do 

dekondenzacije DNA i otvaranja prostora za rekrutaciju čitavog niza drugih molekula potrebnih 

za popravak dvolančanih prekida DNA (158). Na fosforilirani oblik yH2AFX veže se prvo 

protein 1 kontrolne točke oštećenja DNA (engl. mediator of DNA damage checkpoint protein 1, 

MDC-1). Potom se na MDC1-yH2AFX kompleks vežu ubikvitin ligaze RNF 8 i RNF 168 koje u 

interakciji s CHD4 helikazom ubikvitiraju ostale komponente kromatina i vrše dekondenzaciju 

kromatina. Na MDC1-yH2AFX modificirani kromatin vežu se protein osjetljivosti na rak dojke 

tip 1 (engl. breast cancer type 1 susceptibility protein, BRCA 1) i tumor supresorski p53-vezujući 

protein 1 (engl. tumor suppressor p53-binding protein 1, 53BP1) kao i drugi proteini koji u 

konačnici dovode do popravka dvolančanih prekida DNA (162). Osim toga, kao tumor 

supresorski gen, yH2AFX štiti limfatičke B-stanice od maligne transformacije te je povezan s 

razvojem ne-Hodgkinovog limfoma, karcinoma bubrega i drugih zloćudnih tumora (163). Više 

istraživanja potvrdilo je značajno veći izražaj yH2AFX u bubrežnom tkivu nakon izlaganja istog 

cisplatinu ili ionizirajućem zračenju, kao i u nizu bolesti bubrežnog parenhima poput autosomno 

dominantne adultne policistične bubrežne bolesti, unilateralne ureteralne opstrukcije i akutne 

ishemijsko-reperfuzijske ozljede bubrega (164-166). Također, utvrđeno je i da povećana razina 

yH2AFX u glomerularnim endotelnim stanicama akumulacijom kolagena tipa VI inducira 

intraktabilnu glomerularnu fibrozu u bubrežnim alotransplantatima nakon transplantacije bubrega 

(167). Što se šećerne bolesti tiče, dokazan je povećan izražaj yH2AFX kod adolescenata sa 

šećernom bolesti tipa 1, kao i u CD 117 + stanicama koštane srži streptozotocin-induciranih 

dijabetičkih miševa i endotelnim stanicama aorte dijabetičkih štakora, a sve kao odraz povećane 

razine nuklearnih oštećenja i dvolančanih prekida DNA koja nastaju u uvjetima hiperglikemije 

(168, 169). Štoviše, utvrđena je povećana razina yH2AFX u glomerularnim endotelnim stanicama 

u uvjetima šećerne bolesti u dva neovisna istraživanja (170, 171). S druge strane, ni jedno 

istraživanje u trenutno dostupnoj literaturi nije ispitivalo izražaj yH2AFX u strukturama bubrežne 

kore pojedinačno, a samo je jedna studija do sada opisala promjene u bubrežnom izražaju 

yH2AFX gena, mRNA i proteina na istom modelu streptozotocinom inducirane šećerne bolesti 

tipa 1 (172). 

 

1.10. Epitelno-mezenhimalna tranzicija 

  Epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT) je 

složen i dinamičan proces u kojem dolazi do fenotipske transdiferencijacije epitelnih stanica u 
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stanice s mezenhimalnim fenotipom. Pri tome stanice gube svoju staničnu polarnost i 

adhezivnost, a dobivaju invazivne i migratorne karakteristike (173). Epitelno-mezenhimalna 

tranzicija je neophodna za niz razvojnih procesa, uključujući razvoj mezoderma i formaciju 

neurološke cijevi, a uključena je i u samu implantaciju embrija koja se događa nakon oplodnje 

kao i formiranje posteljice (174). Također, EMT ima ključnu ulogu u cijeljenju rana, razvoju 

fibroze organa i inicijaciji metastatskog procesa u diseminaciji zloćudnih tumora (175). Sukladno 

tome, na temelju njezine biološke uloge, epitelno-mezenhimalna tranzicija se dijeli na tri osnovna 

tipa: razvojni (tip 1), fibrozni (tip 2) i karcinomski tip (tip 3) (176). Gubitak E-kadherina i zonule-

okludens kao epitelnih markera predstavlja ključan patofiziološki događaj i prvi korak u procesu 

epitelno-mezenhimalne tranzicije (177). Mnogi transkripcijski čimbenici poput transkripcijskog 

represora obitelji proteina cinkovog-prstena Snail 1 (engl.  Zinc-finger 1 protein family member 

SnaI, Snail), transkripcijskog represora obitelji proteina cinkovog-prstena Snail 2 (engl.  Zinc-

finger 2 protein family member Snail, SLUG) i drugih, mogu suprimirati transkripciju i ekspresiju 

E-kadherina i na taj način potaknuti EMT. Štoviše, poznato je da određeni patološki uvjeti poput 

hipoksije kao i nekolicina signalnih putova poput Wnt/β-katenin, Notch i TGF-β signalnog puta 

mogu inducirati proces epitelno-mezenhimalne tranzicije (173). Osim gubitka epitelnih markera, 

navedeni proces karakterizira stjecanje novih mezenhimalnih markera poput antigena glatkih 

mišića – α, N-kadherina, vimentina i fibronektina (177). Prema najnovijim saznanjima, epitelno-

mezenhimalna tranzicija se dovodi u vezu i sa stečenom otpornosti na radioterapiju kao i na 

različite lijekove, u prvom redu kemoterapeutike i citostatike poput paklitaksela, doksorubicina i 

adriamicina (178, 179). S obzirom na to i da je indukcija epitelno-mezenhimalne tranzicije 

primarni mehanizam kojim epitelne tumorske stanice dobivaju maligne karakteristike koje 

promoviraju diseminaciju zloćudne bolesti, upravo je razvoj lijekova koji ciljaju ključne 

komponente u aktivaciji EMT procesa jedan od glavnih ciljeva farmakološke industrije i današnje 

medicine. U kliničkim istraživanjima je pokazana dobra učinkovitost nekoliko malih molekula 

koje inhibiraju TGF-β induciranu epitelno-mezenhimalnu tranziciju, poput silmitasertiba i 

galunisertiba za liječenje kolangiokarcinoma, hepatocelularnog karcinoma, karcinoma gušterače, 

malignog glioma i adenokarcinoma pluća (180, 181).  

 

 1.10.1. Epitelno-mezenhimalna tranzicija u tkivu bubrega 

  Bubrežna fibroza (glomeruloskleroza i tubulointersticijska fibroza) krajnji je i 

ireverzibilni stadij svake kronične bubrežne bolesti koju karakterizira prekomjerna akumulacija 

komponenti izvanstaničnog matriksa u glomerulima i bubrežnom intersticiju. Osim toga, u 



27 

 

tubulointersticijskoj fibrozi dolazi do izražene proliferacije fibroblasta i miofibroblasta i 

infiltracije intersticija upalnim stanicama s posljedičnom atrofijom tubularnih epitelnih stanica 

(182). U kratkotrajnom modelu fibroza djeluje kao adaptivni mehanizam s ciljem popravka 

oštećenog tkiva, no prolongacija iste nakon ozbiljnijeg ili ponavljanog oštećenja tkiva dovodi do 

narušavanja strukture bubrežnog parenhima i poremećaja bubrežne funkcije (183). Djelomična 

epitelno-mezenhimalna tranzicija tubularnih epitelnih stanica je oblik EMT procesa u kojem 

tubularne stanice istovremeno izražavaju i mezenhimalne i epitelne markere te su sposobne 

proizvesti veliku količinu izvanstaničnog matriksa s posljedičnim narušavanjem normalne 

strukture bubrega. Djelomična epitelno-mezenhimalna tranzicija prepoznata je kao ključan 

patofiziološki mehanizam razvoja glomerularne i tubulointersticijske fibroze kod različitih oblika 

kronične bubrežne bolesti, uključujući dijabetičku bolest bubrega (184). Osim što povećava 

sposobnost produkcije proupalnih citokina i komponenti izvanstaničnog matriksa, parcijalna 

EMT tubularnih epitelnih stanica povećava i migracijski kapacitet tubularnih stanica kao i 

njihovu rezistenciju na apoptozu (185). Proces tubularne epitelno-mezenhimalne tranzicije 

posredovan je nizom parakrinih molekula i sofisticiranih unutarstaničnih signalnih putova. 

Vjeruje se da su razvojni putovi Wnt, Notch i TGF-β ključni u aktiviranju transkripcijskih faktora 

povezanih s EMT-om, kao što su Snail, SLUG i drugi, te se smatra da su upravo oni glavni 

regulatori aktivacije miofibroblasta s posljedičnom fibrozom bubrega (186). Ipak, potpuni 

molekularni i patogenetski mehanizmi na kojima se temelji uloga tubularnog EMT-a u ranoj 

dijabetičkoj nefropatiji i napredovanju dijabetičke bolesti bubrega još uvijek nisu u potpunosti 

razjašnjeni.  

 

 1.10.2. Snail 

Snail (SNAI1) je snažan transkripcijski čimbenik iz obitelji proteina cinkovog-prstena koji 

sudjeluje u brojnim biološkim procesima. Suprimirajući ekspresiju ektodermalnih gena Snail ima 

ključnu ulogu u formaciji mezoderma za vrijeme embriogeneze. Također sudjeluje u 

promoviranju tumorskog rasta, invazivnosti tumorskih stanica i diseminaciji zloćudnih epitelnih 

tumora (187). Vezujući se za tzv. E-box, promotorsku regiju E-kadherina, Snail vrši supresiju E-

kadherina čime djeluje kao ključan regulator epitelno-mezenhimalne tranzicije (177). Poznato je 

da anail ima središnju funkciju u glomerularnoj i intersticijskoj fibrozi putem posredovanja EMT 

podocita i tubularnih epitelnih stanica. Utvrđena je povezanost između povećane ekspresije 

Snaila i raznih progresivnih kroničnih nefropatija, uključujući IgA nefropatiju, autosomno 

dominantnu adultnu policističnu bubrežnu bolest i dijabetičku nefropatiju (188). Kronična i 
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dugotrajna oštećenja bubrežnog parenhima dovode do endotelne disfunkcije i posljedične 

bubrežne hipoksije koja inducira pro-fibrotičke promjene tubularnih epitelnih stanica aktivacijom 

Snaila putem više signalnih putova, poput hipoksija inducibilnog čimbenika 1α (engl. hipoxia-

inducibile factor 1α, HIF 1α), TGFβ, Notch, Wnt i drugih (189).  

 

1.10.3. Wnt4 

  Wnt4 kao sekrecijski signalni glikoprotein je sastavni dio velike obitelji proteina koji 

svoje različite stanične funkcije izvršava putem najmanje tri specifična unutarstanična signalna 

puta, uključujući kanonični ili Wnt/β-katenin ovisni put i nekanonični ili Wnt/β-katenin neovisni 

signalni put. Wnt signalni putovi sudjeluju u kontroli niza staničnih funkcija poput kontrole 

staničnog preživljavanja, stanične polarnosti, proliferacije i motiliteta kao i obnovi matičnih 

stanica (190). Također, Wnt signalni putovi imaju važnu ulogu u organogenezi za vrijeme 

embriogeneze te mutagenezi i karcinogenezi (191). Posljedično tome, poremećaji sastavnica Wnt 

signalnog puta se dovode u vezu s različitim skeletnim defektima, defektima neurološke cijevi 

poput spine bifide, ali i razvojem karcinoma dojke, pluća, prostate, kože i debelog crijeva (192, 

193). Štoviše, poticanjem nastanka reaktivnih kisikovih radikala koji uzrokuju ekstenzivna 

mitohondrijska oštećenja, Wnt signalni put ima ulogu i u razvoju „ozljedom-inducirane“ 

inzulinske rezistencije u šećernoj bolesti tipa 2 (194). Na razini bubrega, Wnt/β-katenin signalni 

put djeluje kao snažan posrednik tubularnog EMT procesa induciranjem njegovih ciljnih gena, 

kao što su matriksna metaloproteinaza 7, fibronektin i Snail. Time ovaj signalni put inducira 

ozljedu podocita i mezangijalnih stanica u uvjetima s visokom koncentracijom glukoze te ima 

ključnu ulogu u pojavljivanju i napredovanju dijabetičke bolesti bubrega (195). 

 

1.10.4. Notch2 

  Notch signalni put predstavlja visoko konzerviran signalni put koji sudjeluje u velikom 

broju staničnih diferencijacijskih procesa tijekom embriogeneze, ali i u adultnom organizmu 

(196, 197). Poznata je uloga Notch signalnog puta u razvoju neuralne cijevi, gušterače, pluća i 

srčanog mišića kao i u angiogenezi, ekspanziji hematopoetskih matičnih stanica, razvoju T-

stanica iz zajedničkog limfoidnog prekursora i brojnim drugima (198). Sukladno tome, 

poremećaji Notch liganada ili receptora se dovode u vezu s razvojem različitih bolesti, poput T-

stanične akutne limfoblastične leukemije, autosomno dominantne cerebralne arteriopatije sa 

subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom, multiple skleroze, tetralogije Fallot i drugih 
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(199, 200). Notch signalni put ima važnu ulogu i u bubrežnoj embriogenezi te su njegove 

mutacije prethodno bile povezane s različitim abnormalnostima u razvoju bubrega (201). Aktivira 

se vezivanjem jednog od njegovih pet specifičnih liganda (delta-sličan ligand 1, 3 i 4 i nazubljeni 

ligand 1 i 2) na transmembranski receptorski protein Notch (Notch 1-4). S obzirom na nemali 

broj sastavnica Notch signalnog puta, točna uloga svakog od Notch receptora i liganada u 

različitim patološkim stanjima još uvijek nije u potpunosti razjašnjena. Naime, poznato je da 

pojačana ekspresija određenih komponenti Notch signalnog puta poput Notch1 u odraslom 

bubregu inducira apoptozu podocita i tubularnih epitelnih stanica, proliferaciju mezangija i 

glomerularnu sklerozu, čime se potiče proces epitelno-mezenhimalne tranzicije i ubrzava 

bubrežna tubulointersticijska fibroza u različitim oblicima kronične bubrežne bolesti, uključujući 

dijabetičku bolest bubrega (202). S druge strane, pojačana ekspresija Notch2 u dijabetičkim 

bubrezima nije pokazala slične učinke u nekoliko neovisnih istraživanja (203). Primjena 

inhibitora Notch signalnog puta poput glividona, berberina i drugih dovela je do značajnog 

smanjenja razine komponenti Notch signalnog puta i Snaila kao glavnog transkripcijskog 

čimbenika u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije uz prateće smanjenje progresije 

tubulointersticijske fibroze i poboljšanje bubrežne funkcije (204). 



30 

 

 

2. CILJEVI I HIPOTEZE  
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2.1. Ciljevi  

Štakorski model šećerne bolesti tipa 1 induciran streptozotocinom (STZ) se u dosadašnjim 

istraživanjima pokazao kao prikladan model za proučavanje promjena izazvanih hiperglikemijom 

i njenim posljedicama. Iako postoji nekolicina istraživanja koja na štakorskom modelu šećerne 

bolesti proučavaju promjene u bubrežnom izražaju čimbenika epitelno-mezenhimalne tranzicije u 

kontekstu šećerne bolesti, dokazi o izražaju gena za popravak pogrešno sparene DNA u 

dijabetičkoj bolesti bubrega su u dostupnoj literaturi nedostatni, posebice uvažavajući njihovu 

krucijalnu ulogu u procesu karcinogeneze te od ranije poznatu vezu između šećerne bolesti i 

razvoja karcinoma bubrega. Sukladno svemu navedenom, a s obzirom da postojeći terapijski 

tretmani još uvijek ne mogu na zadovoljavajući način kontrolirati napredovanje dijabetičke 

bolesti bubrega do završnih stadija kronične bubrežne bolesti, cilj našeg istraživanja i predložene 

disertacije je ispitati imunohistokemijski obrazac izražaja gena za popravak pogrešno sparene 

DNA kao i čimbenika povezanih s EMT-om u kratkotrajnom dijabetičkom modelu bubrega 

štakora, kako bismo istražili njihovu potencijalnu ulogu u razvoju i napredovanju dijabetičke 

bolesti bubrega te pokretanju bubrežne karcinogeneze kod dijabetičara, ali i dali osnovu za daljnja 

istraživanja s ciljem osmišljavanja novih modaliteta liječenja dijabetičke bubrežne bolesti. 

 

Sukladno tome, predložena disertacija se bavi istraživanjem promjena u izražaju gena 

za popravak pogrešno sparene DNA i čimbenika epitelno-mezenhimalne tranzicije u 

bubrezima streptozotocinom induciranih štakora sa šećernom bolesti tipa 1, u vremenskim 

intervalima od dva tjedna i dva mjeseca od indukcije šećerne bolesti.  

Cilj predloženog istraživanja je primjenom imunofluorescencijskih biljega na gene za 

popravak pogrešno sparene DNA (MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX) i čimbenike epitelno-

mezenhimalne tranzicije (Snail, Wnt4 i Notch2) usporediti izražaj navedenih čimbenika na razini 

čitavog bubrega kao i u pojedinačnim strukturama bubrežne kore (glomeruli, proksimalni zavijeni 

kanalići, distalni zavijeni kanalići) zdravih štakora i štakora sa šećernom bolesti tipa 1 u 

vremenskim intervalima od 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije šećerne bolesti, kako bi shvatili 

značaj izražaja navedenih gena u bubrezima jedinki oboljelih od šećerne bolesti. 

 

Sporedni ciljevi istraživanja: 

a) Analizirati jačinu izražaja MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX gena te Snail, Wnt4 i Notch2 u 

različitim strukturama bubrega zdravih štakora (glomeruli, proksimalni i distalni zavijeni 
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kanalići) te bubrega štakora oboljelih od šećerne bolesti uz imunofluorescencijsko bojanje MLH1, 

MSH2, PMS2, yH2AFX, Snail, Wnt4 i Notch2 te DAPI bojenjem jezgre. 

b) Primjenom dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja istražiti prostornu i vremensku 

raspodjelu pojavljivanja biljega MLH1, MSH2, PMS2, yH2AFX, Snail, Wnt4 i Notch2 između 

bubrega zdravih i dijabetičkih štakora u odgovarajućim vremenskim razdobljima (dva tjedna i 

dva mjeseca nakon indukcije šećerne bolesti) korištenjem imunofluorescencije 

c) Primjenom dvostrukog imunofluorescencijskog bojanja usporediti raspodjelu pojavljivanja 

istraživanih biljega, i to:  

- MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX u zdravom tkivu bubrega u različitim vremenskim razdobljima 

(2 tjedna i 2 mjeseca od indukcije šećerne bolesti) te u tkivu bubrega jedinki oboljelih od šećerne 

bolesti  

- MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX između tkiva zdravog bubrega i tkiva bubrega jedinki 

oboljelih od šećerne bolesti unutar istog vremenskog razdoblja 

- MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX u različitim strukturama bubrežne kore (glomeruli, 

proksimalni i distalni zavijeni kanalići) između tkiva zdravog bubrega i bubrega jedinki oboljelih 

od šećerne bolesti u različitim vremenskim razdobljima (2 tjedna i 2 mjeseca od indukcije šećerne 

bolesti) 

-  Snail, Wnt4 i Notch2 u zdravom tkivu bubrega u različitim vremenskim razdobljima (2 tjedna i 

2 mjeseca od indukcije šećerne bolesti) te u tkivu bubrega jedinki oboljelih od šećerne bolesti  

- Snail, Wnt4 i Notch2 između tkiva zdravog bubrega i tkiva bubrega jedinki oboljelih od šećerne 

bolesti unutar istog vremenskog razdoblja 

- Snail, Wnt4 i Notch2 u različitim strukturama bubrežne kore (glomeruli, proksimalni i distalni 

zavijeni kanalići) između zdravog bubrega i bubrega jedinki oboljelih od šećerne bolesti u 

različitim vremenskim razdobljima (2 tjedna i 2 mjeseca od indukcije šećerne bolesti) 

 

2.2. Hipoteza 

Izražaj gena za popravak pogrešno sparene DNA (MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX) u 

bubrezima štakora oboljelih od šećerne bolesti u vremenskim intervalima od dva tjedna i dva 

mjeseca nakon indukcije šećerne bolesti ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu u razvoju i 

napredovanju dijabetičke bolesti bubrega, kao i na potencijalnu vezu između dijabetičke 

nefropatije i bubrežne karcinogeneze, dok pojačan izražaj Snail, Wnt4 i Notch2 u bubrezima 

jedinki oboljelih od šećerne bolesti ukazuje na važnost procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije 

u progresiji dijabetičke bolesti bubrega do završnih stadija kronične bubrežne bolesti.  
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3. MATERIJALI I METODE  
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3.1. Etičko odobrenje  

Etičko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Splitu odobrilo je 

eksperimentalni protokol ove studije te dalo suglasnost da je istraživanje u skladu s odredbama 

Etičkog kodeksa koja reguliraju istraživanje na ljudima i životinjama u znanstvenom, 

istraživačkom i stručnom radu, kao i etičkim načelima Helsinške deklaracije (Br. 16/4-09). Svi 

pokusi unutar istraživanja provedeni su u skladu sa smjernicama za rukovanje laboratorijskim 

životinjama (European Communities Council Directive 24.11.1986.) Poduzete su sve potrebne 

mjere kako bi se minimalizirao broj životinja i njihova patnja tijekom eksperimenta. 

   

3.2. Pokusne životinje  

Pokusne životinje generirane su od strane pogona za životinje Medicinskog fakulteta 

Sveučilišta u Splitu. Mužjaci štakora Sprague Dawley, težine između 160 i 180 g, uzgajani su na 

kontroliranoj temperaturi od 22 ± 1 ° C i svjetlosnom programu od 12 sati mraka i 12 sati 

svjetlosti (12h noć/dan ciklusi). 

 

3.3. Indukcija i utvrđivanje šećerne bolesti  

Indukcija šećerne bolesti tipa 1 (DM1) pokusnim životinjama izvedena je 

intraperitonealnom injekcijom 55 mg/kg tjelesne težine streptozotocina (STZ) otopljenog u 

citratnom puferu (pH 4,5). S druge strane, kontrolnim životinjama ubrizgan je nosač to jest 

citratni pufer. Štakori su hranjeni „ad libitum“, standardnom laboratorijskom prehranom (4RF21 

GLP, Mucedola, Settimo Milanese, Italija). Indukcija šećerne bolesti potvrđena je mjerenjem 

razine glukoze u plazmi u krvi iz repne vene (pomoću instrumenta OneTouch Vita, LifeScan, 

High Wycombe, UK). Kriterij za uključivanje bila je razina glukoze u krvnoj plazmi viša od 16,5 

mmol/L. Svi štakori u eksperimentalnoj skupini su razvili simptome šećerne bolesti (poliurija, 

polidipsija i drugi). Težina pokusnih životinja na početku eksperimenta bila je 160 ± 2 g, nakon 

dva tjedna 208 ± 9 g i na kraju (nakon dva mjeseca) 244 ± 7 g. Koncentracije glukoze su iznosile 

27 ± 3 mmol/L (dva tjedna) i 27 ± 2 mmol/L (dva mjeseca). Težina kontrolnih životinja na 

početku istraživanja bila je 167 ± 15 g, nakon dva tjedna 250 ± 6 g i na kraju (nakon dva mjeseca) 

466 ± 13 g. Koncentracije glukoze u kontrolnoj skupini iznosile su 7,5 ± 0,5 mmol/L i 7,2 ± 0,4 

mmol/L nakon 2 tjedna i 2 mjeseca. Ovisno o vremenu provedenom od injekcije streptozotocina, 

štakori su bili podijeljeni u sljedeće skupine: dijabetičari s 2 tjedna (DM 2w) i 2 mjeseca (DM 
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2m) uz odgovarajuće kontrolne skupine (C 2w i C 2m). U svakoj ispitivanoj grupi bilo je 6 

životinja. 

3.4. Prikupljanje i priprema tkiva  

Životinje su anestezirane izofluranom (Forane, Abbott Laboratories, Queenborough, UK) i 

perfundirane fiziološkom otopinom i Zambonijevim fiksatorom [4% paraformaldehida i 1,5% 

pikarske kiseline u 0,1 M fiziološkoj otopini puferiranoj fosfatom (PBS) u dozi od 300 ml pri pH 

7,4]. Poprečni rezovi kroz bubrežnu srž uklopljeni su u parafin za daljnje analize. Tkivo 

parafinskih blokova izrezano je na dijelove debljine 5 um. Nakon deparafinizacije, dijelovi su 

rehidrirani (voda i etanol), isprani (destilirana voda) i zagrijani u puferu natrijevog citrata na 95°C 

i pH 6,0 tijekom 12 minuta. 

 

3.5. Imunohistokemijsko bojenje i mikroskopska obrada  

Nakon pripreme, presjeci su preko noći inkubirani s primarnim antitijelima u navlaženoj 

komori kako je prikazano u tablici 1 i 2. Nakon ispiranja u PBS-u, primijenjena su tijekom jednog 

sata sekundarna antitijela kako je prikazano u tablici 1 i 2. Presjeci su isprani i obojeni 4,6-

diamidin-20-fenilindol dihidrokloridom (DAPI) za nuklearno bojanje. 

 

Tablica 1. Korištena primarna i sekundarna antitijela za imunohistokemijsko bojenje gena za 

popravak pogrešno sparene DNA 

Primarna antitijela    Razrijeđenje Sekundarna antitijela    Razrijeđenje 

Rabbit Anti-PMS2 antibody  

[EPR3947] (ab110638, Abcam, 

Cambridge, UK) 

 

1: 200 

 

Rhodamine (TRITC) 

AffiniPure Donkey Anti-

Rabbit IgG  (Cat. No. 711-

025-152, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:400 

Purified Mouse Anti-Human 

MSH-2 (Cat. No 556349, BD 

Pharmingen, San Jose, USA) 

 

1:300 

 

Alexa Fluor® 488 

AffiniPure Donkey Anti-

Mouse IgG (Cat. No. 715-

545-150, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:400 

Purified Mouse Anti-Human 

MLH-1 (Cat. No 550838, BD 

 

1:100 

Rhodamine RedTM-X 

AffiniPure Donkey Anti-

 

1:400 
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Pharmingen, San Jose, USA)  Mouse IgG (Cat. No. 715-

295-151, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

Purified Mouse anti-H2AX (Cat. 

No 560443, BD Pharmingen, San 

Jose, USA) 

 

1:500 

Alexa Fluor® 488 

AffiniPure Donkey Anti-

Mouse IgG (Cat. No. 715-

545-150, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:400 

 

 

Tablica 2. Korištena primarna i sekundarna antitijela za imunohistokemijsko bojenje čimbenika 

epitelno-mezenhimalne tranzicije 

 

Primarna antitijela    Razrijeđenje Sekundarna antitijela    Razrijeđenje 

Purified Goat Anti-Snail antibody  

(ab 53519) 

 

1: 500 

Alexa Fluor® 488 

AffiniPure Donkey Anti-

Sheep IgG (Cat. No. 713-

545-003, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:300 

Purified Rabbit Anti-Notch2 

antibody (ab 8926) 

 

1:100 

Rhodamine (TRITC) 

AffiniPure Donkey Anti-

Rabbit IgG  (Cat. No. 

711-025-152, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:400 

Purified Rabbit Anti-Wnt4 

antibody  

(ab 91226) 

 

1:25 

Rhodamine RedTM-X 

AffiniPure Donkey Anti-

Mouse IgG (Cat. No. 715-

295-151, Jackson IR, 

Cambridge, UK) 

 

1:400 
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3.6. Analiza slika i kvantifikacija  

Presjeci bubrega fotografirani su pomoću BX51 mikroskopa (Olympus, Tokio, Japan). 

Zatim su prikupljene fotografije pregledane pomoću softvera CellA Imaging Software for Life 

Sciences Microscopy (Olympus). Tri bubrežne strukture: glomeruli, proksimalni zavijeni kanalići 

(PCT) i distalni zavijeni kanalići (DCT) analizirani su u odjeljcima bubrega. Za daljnju analizu 

zabilježeno je 20 polja na povećanju x40. Slike su analizirane pomoću softvera ImageJ (National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) brojanjem broja pozitivnih jezgri. Pozitivne jezgre 

određene su bojom (zelena za MSH2 i yH2AFx, crvena za MLH1 i PMS2; zelena za Snail, 

crvena za Wnt4 i Notch2) u jezgrama ili perinuklearnom području u uzorcima bubrega. Izvršena 

je usporedba kontrolne i dijabetičke skupine štakora u postotku pozitivnih jezgri u tri analizirane 

bubrežne strukture (glomeruli, proksimalni i distalni zavijeni kanalići) kao i na razini čitavog 

bubrega. 

 

3.7. Statistička analiza  

3.7.1 Izračun veličine uzorka  

Za potrebe ovog istraživanja proveden je izračun veličine uzorka u programu G*Power 

3.1.2 (Franz Faul, Universitaet Kiel, Njemačka). Kao temelj za izračun odabrana je površina 

bubrežnog parenhima prekrivena pozitivnim stanicama na ispitivane biljege u odnosu na 

ukupnu površinu mikrofotografije u područjima od interesa. Medijan pokusne skupine je bio 

0.014, a u kontrolnoj skupini je iznosio 0.031 s mjerom varijabilnosti 0.8. S obzirom na 

rezultate provedene pilot studije procjena veličine uzorka utvrdila je minimalan broj od 6 

životinja po skupini da bi studija imala odgovarajuću snagu istraživanja od 80% (1-β) uz 

razinu značajnosti od α =5%. U istraživanje su uvrštene životinje koje su zadovoljile kriterije 

uključenja ovisno o vrijednostima glukoze u krvnoj plazmi, a njihov konačan broj u 

skupinama je zadovoljio potrebnu veličinu uzorka.  

  

3.7.2 Statistički postupci  

Za statističku analizu korišten je Kruskal Walisov test praćen Mann-Whitneyjevim testom 

te two-way ANOVA test praćen Tukey multiplim komparacijskim testom i nesparenim t-testom 

za definiranje statističkih razlika između skupina nakon prethodnog testiranja distribucije 
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podataka. Podaci su izraženi kao srednja vrijednost ± SD sa statističkom značajnošću 

postavljenom na P <0,05. 
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4. REZULTATI 
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4.1. Prikaz hematoksilin-eozin bojenja preparata bubrežnog tkiva kontrolnih i dijabetičkih 

štakora  

Najprije smo preparate bubrežnog tkiva kontrolnih (zdravih) štakora i štakora sa šećernom 

bolesti tipa 1 u odgovarajućim vremenskim intervalima od 2 tjedna i 2 mjeseca od indukcije 

šećerne bolesti obojili hematoksilin-eozin bojilom. Navedenim smo uočili karakteristične 

promjene bubrežnog tkiva koje se događaju u bubrezima jedinki oboljelih od šećerne bolesti. Pri 

tome se u početnom razdoblju od 2 tjedna od inicijacije šećerne bolesti može uočiti značajno 

proširen Bowmanov prostor, dok se u razdoblju od 2 mjeseca može vidjeti zadebljanje 

Bowmanove čahure, izražena ekspanzija mezangija uz lezije koje mogu odgovarati Kimmelstiel-

Wilsonovim čvorićima te početni znakovi tubulointersticijske fibroze (slika 1). 

 

 

Slika 1. Prikaz H&E obojanog preparata bubrežnog tkiva zdravih štakora (kontrola) i štakora sa 

šećernom bolesti tipa 1 (DM1) u vremenskim intervalima od 2 tjedna (2 tj.) i 2 mjeseca (2 mj.) od 

indukcije šećerne bolesti 

 

 4.2. Ukupan broj MLH1, yH2AFX, PMS2 i MSH2 pozitivnih stanica u bubrezima 

dijabetičke i kontrolne skupine štakora  

Na samom početku ispitan je i analiziran ukupan broj MLH1, yH2AFX, PMS2 i MSH2 

pozitivnih stanica na razini čitavog bubrega između eksperimentalne i kontrolne skupine štakora, 

uključujući sve strukture bubrežne kore (G, PCT i DCT). Indukcija šećerne bolesti rezultirala je 

većim izražajem MLH1 već 2 tjedna nakon početka šećerne bolesti sa 6,39 % pozitivnih jezgri u 
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usporedbi s 1,38 % pozitivnih jezgri u kontrolnoj skupini (p < 0,0001). S druge strane, nije bilo 

značajne razlike u izražaju MLH1 u bubrezima između skupina nakon 2 mjeseca (p = 0,1336) 

(slika 2). Ukupan broj yH2AFX pozitivnih stanica bio je veći u skupini štakora sa šećernom 

bolesti, u usporedbi s kontrolnim skupinama, i nakon 2 tjedna i 2 mjeseca (2,15 % prema 1,34 % i 

2,83 % prema 1,53 % pozitivnih jezgri u navedenim skupinama) (p = 0,0317; p = 0,0135).  

 

 

  

Slika 2. Postotak MLH1 (A), yH2AFX (B), PMS2 (C) i MSH2 (D) pozitivnih stanica u kontrolnoj 

(C) i dijabetičkoj skupini (DM) u vremenskim razdobljima od 2 tjedna (2w) i 2 mjeseca (2m). 

Podaci prikazani kao prosjek ± SD, Man-Whitney test. Zvjezdice označavaju značajnu razliku: 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Izražaj PMS2 u bubrezima je bio usporediv između kontrolne i dijabetičke skupine štakora 

kroz cijelo analizirano razdoblje, bez zabilježene statistički značajne razlike u broju PMS2 

pozitivnih stanica između skupina (slika 2). Veći udio MSH2 pozitivnih stanica primijećen je u 

bubrezima kontrolnih životinja u usporedbi s eksperimentalnom skupinom u obje vremenske 

točke (p < 0,0001; p = 0,0019), sa značajno većom razlikom zabilježenom u početnom razdoblju 

od 2 tjedna nakon početka šećerne bolesti (3,22 % u odnosu na 1,48 %) (slika 2). 
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 4.3. MLH1, yH2AFX, PMS2 i MSH2 pozitivne stanice u različitim strukturama bubrežne 

kore dijabetičkih i kontrolnih bubrega 

 

MLH1 je bio više izražen u proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima dijabetičkih 

životinja sa 6,52 % i 12,12 % pozitivnih jezgri, u usporedbi s 0,97 % i 3,1 % pozitivnih jezgri u 

kontrolnim skupinama u početnom razdoblju od 2 tjedna nakon indukcije šećerne bolesti (p < 

0,001) (slika 3). Dva mjeseca nakon prezentacije šećerne bolesti, veći udio MLH1 pozitivnih 

stanica primijećen je samo u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičke skupine (p < 0,05) (slika 

4). Što se izražaja yH2AFX tiče, značajna razlika uočena je samo u distalnim zavijenim 

kanalićima 2 tjedna nakon indukcije (p < 0,001), u korist dijabetičke skupine koja je imala više 

yH2AFX pozitivnih stanica u odnosu na kontrolnu skupinu (4,18% prema 1,86 %) (slika 3). Osim 

toga, nakon dva mjeseca, distalni zavijeni kanalići dijabetičke skupine su ponovno pokazali 

značajno veći izražaj yH2AFX (p < 0,01), dok nije bilo značajne razlike u izražaju yH2AFX u 

drugim komponentama bubrežne kore (G, PCT) tijekom cijelog ispitivanog vremenskog 

razdoblja (slika 5). PMS2 je u glomerulima obje skupine pokazao nisku stopu izražaja u 

usporedbi s proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima (slika 6). Iako nije bilo značajne 

razlike u postotku PMS2 pozitivnih stanica u glomerulima između kontrolnih i dijabetičkih 

štakora nakon 2 tjedna, izražaj PMS2 u glomerulima se smanjio tijekom vremena u skupini sa 

šećernom bolesti, za razliku od kontrolne skupine (p < 0,05). Proksimalni i distalni zavijeni 

kanalići pokazali su sličan obrazac izražaja PMS2 između skupina tijekom vremena. Također, 

zabilježen je veći izražaj MSH2 u proksimalnim zavijenim kanalićima kontrolne skupine nakon 2 

tjedna, u usporedbi sa skupinom dijabetičara (4,12 % prema 1,72 %) (p < 0,001) (slika 3). Slični 

rezultati primijećeni su i u distalnim zavijenim kanalićima 2 tjedna nakon indukcije šećerne 

bolesti (p < 0,001), također u korist kontrolne skupine. S druge strane, nije bilo značajne razlike u 

broju MSH2 pozitivnih stanica u glomerulima između skupina 2 tjedna od prezentacije šećerne 

bolesti, dok je u razdoblju od 2 mjeseca nakon indukcije relevantna razlika bila vidljiva samo u 

distalnim zavijenim kanalićima (p < 0,05), s više MSH2 pozitivnih stanica u kontrolnoj skupini 

(slika 6). 
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Slika 3. Postotak MLH1 (A), yH2AFX (B), PMS2 (C) i MSH2 (D) pozitivnih stanica u različitim 

strukturama bubrežne kore – glomeruli (G), proksimalni zavijeni kanalići (PCT) i distalni 

zavijeni kanalići (DCT) u kontrolnoj (C) i dijabetičkoj skupini (DM) u vremenskim razdobljima 

od 2 tjedna (2w) i 2 mjeseca (2m). Podaci prikazani kao prosjek ± SD, Man-Whitney test. 

Zvjezdice označavaju značajnu razliku: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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Slika 4. Imunohistokemijski izražaj MLH1 u bubrezima kontrolnih i eksperimentalnih životinja. 

MLH1 pozitivne stanice u različitim područjima bubrežne kore vidljive kao crveno nuklearno i 

perinuklearno bojanje (strelice). Bubrežna kora kontrolne skupine u razdoblju od 2 tjedna (A) i 

2 mjeseca (C), dijabetičke skupine u razdoblju od 2 tjedna (B) i 2 mjeseca (D). Skala 10 µm. 

DCT, distalni zavijeni kanalić; G, glomerul; PCT, proksimalni zavijeni kanalić; C, kontrolna 

skupina; DM, dijabetička skupina.  
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Slika 5. Imunohistokemijski izražaj yH2AFX u bubrezima kontrolnih i eksperimentalnih 

životinja. yH2AFX pozitivne stanice u različitim područjima bubrežne kore vidljive kao zeleno 

nuklearno i perinuklearno bojanje (strelice). Bubrežna kora kontrolne skupine u razdoblju od 2 

tjedna (A) i 2 mjeseca (C), dijabetičke skupine u razdoblju od 2 tjedna (B) i 2 mjeseca (D). 

Skala 25 µm. DCT, distalni zavijeni kanalić; G, glomerul; PCT, proksimalni zavijeni kanalić; 

C, kontrolna skupina; DM, dijabetička skupina. 
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Slika 6. Imunohistokemijski izražaj MSH2 i PMS2 u bubrezima kontrolnih i eksperimentalnih 

životinja. MSH2 pozitivne stanice u različitim područjima bubrežne kore vidljive kao zeleno 

nuklearno i perinuklearno bojanje, a PMS2 pozitivne stanice kao crveno nuklearno i 

perinuklearno bojanje (strelice). Ko-lokalizacija MSH2 i PMS2 prikazana u krajnjoj desnoj 

koloni (kombinacija boja, tzv. merge). Bubrežna kora kontrolne skupine u razdoblju od 2 tjedna 

(A) i 2 mjeseca (C), dijabetičke skupine u razdoblju od 2 tjedna (B) i 2 mjeseca (D). Skala 10 µm. 

DCT, distalni zavijeni kanalić; G, glomerul; PCT, proksimalni zavijeni kanalić; C, kontrolna 

skupina; DM, dijabetička skupina.  

 

 4.4. Ukupan broj Snail, Wnt4 i Notch2 pozitivnih stanica u bubrezima dijabetičke i 

kontrolne skupine štakora  

U našem istraživanju, Snail je bio pretežno lokaliziran u citoplazmi i perinuklearnom 

području glomerularnih i tubularnih epitelnih stanica u obje ispitivane skupine (slika 9). Indukcija 

šećerne bolesti rezultirala je većim izražajem Snaila u razdoblju od dva tjedna nakon indukcije, s 

34,67 % pozitivnih stanica u usporedbi s 20,92 % pozitivnih stanica u kontrolnoj skupini (p < 
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0,0001). S druge strane, nije bilo značajne razlike u izražaju Snaila na razini čitavog bubrega 

između skupina nakon dva mjeseca (slika 7). Ukupan broj Wnt4 pozitivnih stanica bio je veći u 

skupini dijabetičara u usporedbi s kontrolnom skupinom, i dva tjedna i dva mjeseca nakon 

prezentacije šećerne bolesti (19,90 % naspram 13,72 % i 23,97 % naspram 17,58 % pozitivnih 

stanica u eksperimentalnim skupinama) (p < 0,05). S druge strane, izražaj Notch2 u bubrezima 

između dijabetičkih i kontrolnih skupina štakora je bio usporediv i bez zabilježenih značajnih 

razlika tijekom cijelog razdoblja istraživanja (slika 7). 

 

  

Slika 7. Postotak Snail (a), Wnt4 (b) i Notch 2 (c) pozitivnih stanica u kontrolnoj (C) i 

dijabetičkoj skupini (DM) u vremenskim razdobljima od 2 tjedna (2w) i 2 mjeseca (2M). Podaci 

prikazani kao prosjek ± SD, Man-Whitney test. Zvjezdice označavaju značajnu razliku: *p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001. 

 

 4.5. Snail, Wnt4 i Notch2 pozitivne stanice u različitim strukturama bubrežne kore 

dijabetičkih i kontrolnih bubrega     

Wnt4 je bio snažno izražen uglavnom na membranama proksimalnih zavijenih kanalića i 

umjereno u distalnim zavijenim kanalićima kontrolne i dijabetičke skupine. Nasuprot tome, 

glomerularni izražaj Wnt4 ostao je na vrlo niskoj razini i blagog intenziteta u obje skupine 

tijekom čitavog vremena istraživanja (slika 9). 
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Slika 8. Postotak Snail (a), Wnt4 (b) i Notch 2 (c) pozitivnih stanica u različitim strukturama 

bubrežne kore – glomeruli (g), proksimalni zavijeni kanalići (pct) i distalni zavijeni kanalići 

(dct) u kontrolnoj (C) i dijabetičkoj skupini (DM) u vremenskim razdobljima od 2 tjedna (2w) i 

2 mjeseca (2M). Podaci prikazani kao prosjek ± SD, Man-Whitney test. Zvjezdice označavaju 

značajnu razliku: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Dva tjedna nakon indukcije šećerne bolesti značajna razlika uočena je samo u 

proksimalnim zavijenim kanalićima (p < 0,001) u korist dijabetičke skupine koja je imala više 

Wnt4 pozitivnih stanica (33,54 % prema 21,25 %). Osim toga, dva mjeseca nakon inicijacije, 

izražaj Wnt4 u proksimalnim zavijenim kanalićima bio je opetovano značajno veći u 
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eksperimentalnoj skupini (p < 0,0001), u usporedbi s njihovom kontrolnom skupinom. Štoviše, i 

u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičkih životinja zabilježen je veći udio Wnt4 pozitivnih 

stanica u istoj vremenskoj točki (p < 0,001), dok nije bilo značajne razlike u izražaju Wnt4 u 

glomerulima između skupina (slika 8). DAPI nuklearno bojenje otkrilo je ko-lokalizaciju Snaila i 

Wnt4 u tubularnim epitelnim stanicama proksimalnih i distalnih zavijenih kanalića, dok nije bilo 

Snail i Wnt4 ko-lokalizacije u glomerularnim stanicama (slika 9d).  

 

 

Slika 9. Imunohistokemijski izražaj Snail i Wnt4 u bubrezima kontrolnih i eksperimentalnih 

životinja. Snail pozitivne stanice u različitim područjima bubrežne kore vidljive kao zeleno 

citoplazmatsko i membransko bojanje, a Wnt4 pozitivne stanice kao crveno citoplazmatsko i 

membransko bojanje (strelice). Ko-lokalizacija Snail i Wnt4 prikazana u krajnjoj desnoj koloni 
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(kombinacija boja - merged). Bubrežna kora kontrolne skupine u razdoblju od 2 tjedna i 2 

mjeseca i dijabetičke skupine u razdoblju od 2 tjedna i 2 mjeseca. dct, distalni zavijeni kanalić; g, 

glomerul; pct, proksimalni zavijeni kanalić; C, kontrolna skupina; DM, dijabetička skupina.  

 

Notch2 je bio izražen uglavnom na membranama tubularnih epitelnih stanica 

proksimalnih zavijenih kanalića i perinuklearnom području tubularnih stanica distalnih 

zavijenih kanalića (Slika 10).  

 

 

Slika 10. Imunohistokemijski izražaj Snail i Notch2 u bubrezima kontrolnih i eksperimentalnih 

životinja. Snail pozitivne stanice u različitim područjima bubrežne kore vidljive kao zeleno 

citoplazmatsko i membransko bojanje, a Notch2 pozitivne stanice kao crveno citoplazmatsko i 

membransko bojanje (strelice). Ko-lokalizacija Snail i Notch2 prikazana u krajnjoj desnoj 

koloni (kombinacija boja - merged). Bubrežna kora kontrolne skupine u razdoblju od 2 tjedna i 
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2 mjeseca i dijabetičke skupine u razdoblju od 2 tjedna i 2 mjeseca. dct, distalni zavijeni 

kanalić; g, glomerul; pct, proksimalni zavijeni kanalić; C, kontrolna skupina; DM, dijabetička 

skupina. 

 

Općenito, postojao je pretežno nizak obrazac izražaja Notch2 u glomerulima obje skupine. 

Štoviše, glomeruli i proksimalni zavijeni kanalići pokazali su usporediv izražaj Notch2 između 

skupina tijekom vremena. Posljedično tome, nije bilo značajne razlike u postotku Notch2 

pozitivnih stanica u tim područjima bubrežne kore između skupina (slika 8). Nadalje, nije bilo 

relevantnih razlika ni u izražaju Notch2 u odgovarajućim kortikalnim strukturama bubrega 

tijekom starenja (C 2w u odnosu na C 2M i DM 2w u odnosu na DM 2M). Veći udio Notch2- 

pozitivnih stanica primijećen je samo u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičke skupine u 

usporedbi s kontrolnom skupinom u obje vremenske točke (p < 0,001), sa značajno većom 

razlikom zabilježenom dva tjedna nakon indukcije šećerne bolesti (slika 8). DAPI nuklearno 

bojanje pokazalo je značajnu ko-lokalizaciju Snail i Notch2 u distalnim zavijenim kanalićima, a u 

manjoj mjeri i u proksimalnim zavijenim kanalićima. S druge strane, nije bilo ko-lokalizacije 

ovih gena u glomerularnim stanicama (slika 10d). Također je urađena i semi-kvantifikacija 

bojenja primarnih anti -Snail, Wnt4 i Notch2 antitijela u pojedinačnim strukturama bubrežne kore 

kontrolnih i dijabetičkih štakora u zadanim vremenskim intervalima koja odgovara ranije 

opisanim rezultatima (tablica 3).  

 

Tablica 3. Semi-kvantifikacija intenziteta bojenja primarnih anti- Snail, Wnt4 i Notch2 antitijela 

u bubrezima kontrolnih i dijabetičkih štakora nakon 2 tjedna i 2 mjeseca (C 2w, DM 2w i C 2M, 

DM 2M); +++ jaka reaktivnost; ++ umjerena reaktivnost; + slaba reaktivnost; − bez 

reaktivnosti, n/a nije primjenjivo; G-glomeruli, PCT-proksimalni zavijeni kanalići, DCT-distalni 

zavijeni kanalići. 

 

Antitijelo Snail 

G        PCT DCT 

Wnt4 

G     PCT DCT 

Notch2 

G       PCT DCT 

C 2w + ++ ++ +          ++         ++ +          ++         +++ 

DM 2w + +++ +++ +          +++       ++ +          ++         ++ 

C 2M +          +         ++ +          ++         ++ +          ++         +++ 

DM 2M +          ++       +++ +            ++       +++ +          ++         +++ 
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5. RASPRAVA 
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U ovom istraživanju su proučavane promjene u izražaju gena za popravak pogrešno 

sparene DNA – MLH1, yH2AFX, MSH2 i PMS2 kao i čimbenika epitelno-mezenhimalne 

tranzicije – Snail, Notch2 i Wnt4 u bubrezima kontrolnih štakora i štakora oboljelih od šećerne 

bolesti tipa 1 u odgovarajućim vremenskim razdobljima od 2 tjedna i 2 mjeseca. Prema našim 

saznanjima, ovo je prvo istraživanje koje je analiziralo i kvantificiralo izražaj ovih biomarkera u 

kratkotrajnom životinjskom modelu šećerne bolesti tipa 1.  

Izražaj MLH1 gena i proteina je do sada bio istražen pretežno na području karcinogeneze, a 

dokazi o njegovom izražaju i ulozi u različitim drugim patološkim stanjima, uključujući šećernu 

bolest, su u do sada dostupnoj literaturi manjkavi. Oštećena funkcija i gubitak MLH1 kao rezultat 

genske mutacije primijećeni su kod HNPCC-a u Lynchovom sindromu, dok je kod nekolicine 

sporadičnih zloćudnih tumora ista posljedica epigenetskih promjena, najčešće hipermetilacije 

promotorskog mjesta MLH1 gena (134-138). Neke su studije zabilježile i korelaciju između 

izražaja MLH1 gena i rizika od recidiva zloćudnih tumora te Ki67 proliferacijskog indeksa (205). 

Osim toga, oslabljena funkcija MLH1 i drugih MMR gena pronađena je u ukupno 87 % 

sporadičnih karcinoma bubrega (128, 129). U našem istraživanju, MLH1 je bio gotovo 4 puta 

više izražen u životinja sa šećernom bolesti u odnosu na kontrolne životinje 2 tjedna nakon 

indukcije šećerne bolesti. Navedenim se naglašava važnost promjena bubrežnog tkiva koje se 

događaju na samom početku i ranoj prezentaciji šećerne bolesti uz pojačan izražaj MLH1 kao 

odraz povećane stope popravka pogrešno sparene DNA u dijabetičkim bubrezima. Naši rezultati 

suglasni su s rezultatima istraživanja o izražaju poli [ADP-ribozne] polimeraze 1 (PARP1) kao 

prve molekule koja prepoznaje oštećenu DNA i sudjeluje u popravku jednolančanih prekida DNA 

zajedno s ostalim genima za popravak pogrešno sparene DNA s ciljem smanjenja stope spontanih 

mutacija. Ošina i suradnici su pokazali pojačan izražaj PARP1 u bubrezima streptozotocinom 

induciranih dijabetičkih štakora već 12 dana nakon indukcije šećerne bolesti kao posljedica 

povećane razine jednolančanih prekida DNA i ostalih oštećenja DNA koja se događaju u 

bubrezima dijabetičara (172). Uspoređujući kontrolnu i dijabetičku skupinu nakon 2 mjeseca, 

izražaj MLH1 je bio gotovo jednak i bez značajne razlike između ove dvije skupine. Takvo 

smanjenje izražaja MLH1 u bubrežnom tkivu životinja sa šećernom bolesti tijekom vremena je u 

suprotnosti s postojanom razlikom u izražaju MSH2 i yH2AFX između navedenih skupina s 

vremenom i trajanjem šećerne bolesti. Ova opažanja sugeriraju da se, što se izražaja MLH1 tiče, 

tkivo bubrega oporavlja od početne hiperglikemije i njezinih posljedica aktiviranjem određenih 

kompenzacijskih mehanizama, uz moguću ulogu nekih drugih molekula i ko-faktora. Slični 

rezultati zabilježeni su i na razini pojedinačnih struktura bubrežne kore. Naime, razina MLH1 bila 

je značajno viša u proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima u skupini dijabetičara 2 tjedna 
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nakon početka šećerne bolesti, u usporedbi s kontrolnom skupinom. Tijekom vremena, u 

razdoblju od 2 mjeseca nakon pojave šećerne bolesti, zabilježen je značajno veći izražaj MLH1 

samo u distalnim zavijenim kanalićima životinja sa šećernom bolesti dok su tubularne stanice 

proksimalnih kanalića obje skupine životinja pokazale usporediv izražaj MLH1 u navedenom 

razdoblju. Do sada su promjene glomerularne bazalne membrane i proksimalnih zavijenih 

kanalića kao posljedica tubularne hipoksije bile prepoznate kao ključan čimbenik u razvoju 

dijabetičke bolesti bubrega. Uloga distalnih zavijenih kanalića u ovom stanju, unatoč njihovoj 

važnosti u regulaciji krvnog tlaka, homeostaze vode i acido-baznog statusa, do sada nije dovoljno 

ispitana. Naši rezultati odgovaraju rezultatima nekoliko nedavnih istraživanja koja su naglasila 

važnost distalnih zavijenih kanalića u patofiziologiji dijabetičkih bubrežnih komplikacija. Naime, 

primijećen je pojačani izražaj SATB1 (engl. special AT-rich sequence binding protein 1) 

onkogena i smanjen izražaj PTEN (engl. phosphatase and tensin homolog) tumor-supresorskog 

gena u bubrezima streptozotocinom induciranih dijabetičkih štakora, s najizraženijim 

promjenama zamijećenim upravo u tubularnim epitelnim stanicama distalnih zavijenih kanalića 

(104). Vitlov-Uljević i suradnici pokazali su i značajna patomorfološka oštećenja i izrazitu 

vakuolizaciju distalnih tubularnih epitelnih stanica na modelu šećerne bolesti tipa 1, što je bilo 

praćeno i pojačanim izražajem SATB1 onkogena u navedenim stanicama (105). Također, 

dokazan je protektivan učinak poli-nezasićenih masnih kiselina (DHEA/EPA suplementacije) i 

1,4-dihidropiridina na oštećenje distalnih tubularnih epitelnih stanica u uvjetima šećerne bolesti 

(105, 206). S druge strane, u našem istraživanju nije bilo razlike u izražaju MLH1 u glomerulima 

između dvije ispitivane skupine u čitavom istraživanom razdoblju. Što se komplikacija šećerne 

bolesti tiče, uloga MLH1 je istražena samo u dijabetičkoj retinopatiji. Duraisamy i suradnici 

opisali su izraženiju hipermetilaciju promotorskog mjesta MLH1 i smanjen izražaj MLH1 u 

bolesnika s razvijenom proliferativnom dijabetičkom retinopatijom uz potencijalnu dobrobit 

terapijskih strategija koje zaustavljaju metilaciju DNA u razvoju dijabetičke retinopatije, poput 

primjene azacitidina, si-RNA i drugih molekula, dok sama regulacija glikemije nakon inicijalne 

hiperglikemije u dijabetičkih pojedinaca nije ostvarila adekvatan učinak u sprječavanju progresije 

iste (140). Slični rezultati dobiveni su u jednoj drugoj studiji koja je opisala sličan obrazac 

izražaja MLH1 i MSH2 gena u stanicama mrežnice streptozotocin-induciranih dijabetičkih 

štakora uz zamijećen povoljan učinak porasta izražaja MLH1 na smanjenje razine sekvencijskih 

varijacija u tzv. D (engl. The displacement)-loop regiji mitohondrijske DNA u kojoj se događa 

najveći broj pogrešaka, dok porast razine MSH2 nije imao isti zaštitni učinak (141). Navedeno se 

objašnjava činjenicom da je MLH1 više vezan za mitohondrijsku DNA polimerazu γ, dok je 

MSH2 izraženije vezan uz nuklearnu DNA polimerazu β. Štoviše, utvrđeno je i da bi se status 
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metilacije mitohondrijske DNA u krvi pojedinaca sa šećernom bolesti mogao koristiti kao 

poseban biomarker proliferativne dijabetičke retinopatije, s ciljem što ranijeg prepoznavanja i 

dijagnosticiranja iste (142). Navedene promjene nisu do sada ispitane na modelu dijabetičke 

bolesti bubrega te su potrebna daljnja istraživanja kako bi se utvrdila uloga metilacije 

promotorske DNA MLH1 i drugih gena za popravak pogrešno sparene DNA u razvoju i 

napredovanju dijabetičkih bubrežnih komplikacija. 

Također, u našem istraživanju, i yH2AFX je pokazao značajno veći izražaj kod životinja sa 

šećernom bolesti, i to u oba istraživana vremenska radzoblja. Osim toga, razina yH2AFX se 

gotovo udvostručio u distalnim zavijenim kanalićima u eksperimentalnoj skupini 2 tjedna nakon 

početka šećerne bolesti, u usporedbi s kontrolama. Zanimljivo je da je ta razlika u izražaju 

yH2AFX ostala nepromijenjena kroz cijelo istraživano razdoblje te je bila eminentna i u 

razdobljuz od 2 mjeseca. S obzirom da se yH2AFX već ustaljeno koristi kao marker dvolančanih 

prekida DNA u „in vitro“ uvjetima, takva pojačana regulacija yH2AFX može biti dio odgovora 

na povećanu stopu dvolančanih lomova DNA i različitih drugih oštećenja DNA koja se događaju 

u bubrezima dijabetičara (161). Slični rezultati dobiveni su u želučanoj sluznici izloženoj H. 

pylori i nekoliko drugih karcinogena, ali također i u uzorcima različitih zloćudnih tumora, 

vjerojatno kao odraz izraženije apoptoze i programirane stanične smrti koja nastupa u uvjetima 

značajnijih oštećenja DNA koja se ne uspijevaju popraviti dostupnim mehanizmima (207). 

Također, u kontekstu povećane osjetljivosti dijabetičara na različite infekcije, ustanovljena je 

veza između oštećenja mitohondrijske DNA i limfocitne homeostaze u šećernoj bolesti. Naime, 

Khan i suradnici su prijavili povećan izražaj yH2AFX i ATM gena s posljedično oštećenom 

mitohondrijskom DNA u limfocitima bolesnika sa šećernom bolesti tipa 2 (208). Što se bubrežnih 

komplikacija šećerne bolesti tiče, dva su neovisna istraživanja pokazala pojačan izražaj yH2AFX 

u bubrežnom tkivu pojedinaca sa šećernom bolesti. Naime, izloženost mišjih glomerularnih 

endotelnih stanica visokim koncentracijama glukoze značajno je povećala izražaj yH2AFX i 

drugih markera oksidativnog stresa i apoptoze u navedenim stanicama, s razvojem disfunkcije 

glomerularnih endotelnih stanica i podocita i posljedičnom mikroalbuminurijom (170). Druga 

skupina istraživača potvrdila je navedene rezultate na uzorcima humanih glomerularnih 

endotelnih stanica u kojima je uz povećanu ekspresiju yH2AFX zabilježena i povećana razina 

kolagena tipa VI što se može smatrati ključnim patofiziološkim mehanizmom nastanka 

dijabetičke nodularne glomeruloskleroze (171). Štoviše, dokazano je da povišena razina yH2AFX 

u glomerularnim endotelnim stanicama izaziva glomerularnu akumulaciju kolagena tipa IV u 

bubrežnim alograftima što doprinosi razvoju intraktabilne glomerularne fibroze nakon 

transplantacije bubrega (167). Ovaj mehanizam mogao bi objasniti potencijalnu korelaciju 
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između pojačane regulacije yH2AFX u bubrezima dijabetičara i razvoja glomerularne i tubulo-

intersticijske fibroze te progresije dijabetičke bolesti bubrega. Prema trenutno dostupnoj literaturi, 

samo je jedna studija do sada ispitala izražaj yH2AFX gena, mRNA i proteina na istom 

životinjskom modelu streptozotocinom-inducirane šećerne bolesti tipa 1. Ošina i suradnici 

izvijestili su o pojačanoj regulaciji yH2AFX gena u bubrezima dijabetičkih štakora pomoću 

antimutagena i DNA vezača 1,4-dihidropiridina AV-153, dok se izražaj yH2AFX mRNA i 

histonskog proteina nije promijenio u ispitivanih dijabetičkih životinja (172). Ovaj nalaz ukazuje 

na važnost nekih drugih epigenetskih i post-transkripcijskih procesa u izražaju različitih gena te 

nameće potrebu daljnjih analiza izražaja i funkcije MMR gena, mRNA i proteina u kontekstu 

šećerne bolesti i njenih komplikacija. Poznato je da je protein yH2AFX sastavni dio endotelne 

proliferacije i neovaskularizacije te je primijećeno da je delecija yH2AFX rezultirala smanjenom 

neovaskularizacijom tumora i vaskularizacijom uzrokovanom hipoksijom tijekom proliferativne 

retinopatije (209). Nasuprot tome, može se pretpostaviti da povećan izražaj yH2AFX u tkivu 

mrežnice može rezultirati progresivnom neovaskularizacijom mrežnice s razvojem proliferativne 

dijabetičke retinopatije. Izuzev promjena zabilježenih u distalnim zavijenim kanalićima, izražaj 

yH2AFX u drugim komponentama bubrežne kore (proksimalni zavijeni kanalići i glomeruli) je 

bio sličan i bez zabilježene značajne razlike između dviju ispitivanih skupina tijekom vremena i 

trajanja šećerne bolesti. 

U našem istraživanju, izražaj MSH2 je bio gotovo dva puta veći u kontrolnoj skupini u 

usporedbi s eksperimentalnom skupinom 2 tjedna nakon indukcije šećerne bolesti. Nakon 2 

mjeseca, MSH2 je ponovno bio značajno manje izražen u dijabetičkoj skupini u usporedbi s 

kontrolnom skupinom, ali s manje zabilježenom eminentnom razlikom između ove dvije skupine 

u odnosu na početno razdoblje. Ovakav obrazac izražaja MSH2 gena ponovno upućuje na to da 

se dominantno oštećenje bubrežnog tkiva javlja već 2 tjedna nakon pojave šećerne bolesti, 

vjerojatno kao posljedica gubitka kompenzacijskih mehanizama zahvaćenog bubrega te ukazuje 

na potencijalnu vrijednost intenzivnijeg antidijabetičkog liječenja u ranoj fazi bolesti. Ovi su 

rezultati u skladu s rezultatima istraživanja o izražaju SATB1 onkogena i PTEN tumor-

supresorskog gena u bubrezima štakora sa šećernom bolesti koji su pokazali značajno smanjen 

izražaj PTEN tumor-supresorskog gena u bubrezima dijabetičkih životinja (104). Također, od 

ranije je poznato djelovanje MSH2 gena koje odgovara djelovanju ostalih tumor-supresorskih 

gena, a utvrđena je i snažna veza između negativne ekspresije MSH2 i sporadičnog karcinoma 

bubrega (146). Sukladno tome, ovo perzistentno smanjenje izražaja MSH2 u bubrezima 

dijabetičara ukazuje na potrebu dugotrajnog praćenja pojedinaca oboljelih od šećerne bolesti 

tijekom starenja. S druge strane, Ahmadi i suradnici pokazali su pojačan izražaj MSH2 i ATM 
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gena u bolesnika sa šećernom bolesti tipa 2 i koronarnom arterijskom bolesti, čime bi se MSH2 

potencijalno mogao koristiti kao poseban dijagnostički biomarker koronarne arterijske bolesti kod 

ovih bolesnika, a prije same kliničke manifestacije iste (147). Osim na razini čitavog bubrega, 

primijećene su značajne razlike u izražaju MSH2 i usporedbom različitih struktura bubrežne kore. 

Naime, izražaj MSH2 je bio pretežno jako nizak u glomerulima obje ispitivane skupine, za 

razliku od njegovog značajno većeg izražaja zabilježenog u proksimalnim i distalnim zavijenim 

kanalićima. Osim toga, izražaj MSH2 se smanjio u tubularnim epitelnim stanicama proksimalnih 

i distalnih zavijenih kanalića kontrolne skupine s vremenom, što se uobičajeno događa u 

normalnim hematopoetskim matičnim stanicama tijekom starenja s posljedičnom izraženijom 

mikrosatelitnom nestabilnošću (7). Nadalje, MSH2 je bio značajno manje izražen u proksimalnim 

kanalićima u skupini dijabetičara 2 tjedna nakon pojave šećerne bolesti, u usporedbi s kontrolnom 

skupinom. Iako je izražaj MSH2 ostao nepromijenjen u proksimalnim kanalićima dijabetičkih 

životinja s vremenom i trajanjem šećerne bolesti, njegov izražaj u proksimalnim zavijenim 

kanalićima kontrolne skupine smanjivao se sa starenjem, što je rezultiralo sličnim obrascem 

izražaja MSH2 u dijabetičkoj i kontrolnoj skupini 2 mjeseca nakon indukcije. Štoviše, opažen je 

smanjen izražaj MSH2 u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičkih životinja u oba istraživana 

vremenska razdoblja, s izraženijim promjenama uočenim u početnom razdoblju od 2 tjedna od 

prezentacije šećerne bolesti. Navedeni rezultati ponovno impliciraju da se najznačajnije 

patofiziološke promjene bubrežne kore događaju već dva tjedna nakon pojave šećerne bolesti, 

osobito u proksimalnim zavijenim kanalićima s moguće posljedično poremećenom reapsorpcijom 

glukoze preko glukoza-natrij kotransportera koja se odvija u ovim stanicama. Specifična uloga 

gena za popravak pogrešno sparene DNA u popravku mitohondrijske DNA još uvijek nije u 

potpunosti razjašnjena. Uočeno je da bi oštećenje MMR sustava kroz snižene razine MSH2 i 

MLH1 u endotelnim stanicama mrežnice moglo biti jedan od glavnih patogenetskih mehanizama 

u razvoju proliferativne dijabetičke retinopatije kao druge mikrovaskularne komplikacije šećerne 

bolesti (141). Sukladno tome, moglo bi se pretpostaviti da slične promjene sa sniženom razinom 

MSH2 u bubrežnom tkivu također doprinose i razvoju dijabetičke bolesti bubrega. Štoviše, 

MSH2 bi mogao biti uključen ne samo u razvoj dijabetičkih mikrovaskularnih komplikacija, već i 

u prekomjerni upalni odgovor domaćina s posljedičnim odgođenim oporavkom. Ramirez i 

suradnici su pokazali da Staphylococcus Aureus inhibira zacjeljivanje rana kod dijabetičkih 

ulkusa i dijabetičkog stopala indukcijom specifične miR-15b-5p mikroRNA i naknadnom 

supresijom MSH2 i inhibicijom popravka DNA (148). 

U ljudskom organizmu, PMS2 je slabo izražen u većini tkiva, osim u staničnoj jezgri 

enterocita gdje je pojačano eksprimiran. Posljedično tome, utvrđeno je da su somatske mutacije 
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PMS2 gena snažno povezane s HNPCC-om u Lynchovom sindromu (126). U našem istraživanju, 

zabilježena je značajna ko-lokalizacija između PMS2 i MSH2 u mnogim analiziranim bubrežnim 

strukturama sa posljedično ukupno smanjenim izražajem PMS2 kod životinja sa šećernom 

bolesti, u usporedbi s kontrolama. Unatoč tome, bubrežna ekspresija PMS2 bila je gotovo jednaka 

između dvije ispitivane skupine tijekom cijelog razdoblja praćenja što predstavlja PMS2 kao 

neosjetljiv biomarker za bubrežne promjene u šećernoj bolesti, uključujući dijabetičku bolest 

bubrega. Navedeno ujedno implicira i potrebu daljnjih istraživanja različitih drugih gena koji 

sudjeluju u procesu prepoznavanja i popravka pogrešno sparene DNA kako bi se u budućnosti 

mogle identificirati osobe sa šećernom bolesti kod kojih postoji povećani rizik od razvoja 

kroničnih bubrežnih komplikacija. Slično drugim genima za popravak pogrešno sparene DNA, 

razina PMS2 u glomerulima bila je niska u obje skupine, u usporedbi s tubularnim epitelnim 

stanicama. Nadalje, razina PMS2 smanjila se u distalnim zavijenim kanalićima kontrolnih 

životinja tijekom starenja, dok je razina PMS2 u drugim područjima bubrega ostala 

nepromijenjena tijekom vremena. Što se eksperimentalnih životinja tiče, PMS2 je bio manje 

izražen u glomerularnim i tubularnim stanicama distalnih zavijenih kanalića s vremenom i 

trajanjem šećerne bolesti. Zanimljivo, dok nije bilo značajne razlike u izražaju PMS2 u 

glomerulima između kontrolne i dijabetičke skupine 2 tjedna nakon indukcije šećerne bolesti, 

izražaj PMS2 u glomerulima je bio gotovo tri puta manji u dijabetičkoj skupini nakon 2 mjeseca. 

Ovaj nalaz ukazuje na to da se glomerularne promjene povezane sa šećernom bolesti, za razliku 

od ranih promjena zabilježenih u proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima, javljaju kasnije 

s mogućim oštećenjem glomerularne bazalne membrane i posljedičnom mikroalbuminurijom. 

Među svim genima za popravak pogrešno sparene DNA, gubitak PMS2 pronađen je u izrazito 

visokom postotku sporadičnih karcinoma gornjeg mokraćnog sustava, što može definirati PMS2 

kao mogući dijagnostički biomarker, ali također i dobar prognostički čimbenik  karcinoma 

bubrega (210). Dodatno, navedene promjene još jednom ukazuju na činjenicu da dugotrajna 

hiperglikemija može doprinijeti razvoju karcinoma bubrega kod pojedinaca oboljelih od šećerne 

bolesti, što je od ranije prepoznato u nekolicini istraživanja (128, 129, 131). 

Uvažavajući prethodne spoznaje o ulozi epitelno-mezenhimalne tranzicije u razvoju 

bubrežne fibroze i poticanju napredovanja dijabetičke bolesti bubrega do završnih stadija 

kronične bubrežne bolesti, u ovom istraživanju ispitivali smo i promjene u izražaju čimbenika 

povezanih s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom – Snail, Wnt4 i Notch2 u bubrezima štakora sa 

šećernom bolesti i zdravih štakora kako bi se istražila njihova potencijalna uloga u razvoju i 

napredovanju dijabetičke bolesti bubrega. 
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U našem istraživanju Snail je bio pretežno lokaliziran u citoplazmi i perinuklearnom 

području glomerularnih i tubularnih epitelnih stanica u obje ispitivane skupine. Ovaj obrazac 

izražaja Snail gena korelira s prethodnim otkrićima o relativno kratkom citoplazmatskom 

poluživotu Snaila i njegovoj nuklearnoj translokaciji nakon što biva aktiviran da izvrši svoju 

funkciju kao član Zinc-finger 1 obitelji transkripcijskih faktora (187). Snail je važan regulatorni 

transkripcijski čimbenik epitelno-mezenhimalne tranzicije tijekom embrionalnog razvoja i 

metastaziranja različitih vrsta zloćudnih tumora, ali također je poznato da ima ključnu ulogu u 

fibrozi bubrega te je sukladno tome povezan s razvojem više kroničnih nefropatija, uključujući 

dijabetičku nefropatiju (188). U ovom istraživanju, uočena je značajno veća razina Snaila kod 

jedinki sa šećernom bolesti u usporedbi s kontrolama dva tjedna nakon indukcije šećerne bolesti, 

na razini čitavog bubrega, ali i u sve tri analizirane bubrežne kortikalne strukture (glomeruli, 

proksimalni i distalni zavijeni kanalići), vjerojatno kao odraz povećanog intenziteta 

glomerularnog i tubularnog procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije u dijabetičkim bubrezima, 

najizraženije u proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima. Naši rezultati sukladni su 

rezultatima dobivenim proučavanjem utjecaja visoke razine glukoze i hipoksije na bubrežni 

izražaj Snaila. Sumual Siska i suradnici su pokazali da hipoksija i hiperglikemija induciraju 

izražaj Snaila u stanicama proksimalnih zavijenih kanalića čovjeka kroz različite signalne putove, 

neovisno o Notch signalizaciji (189). Veći postotak Snail pozitivnih stanica uočen je u 

dijabetičkim glomerulima dva tjedna nakon početka šećerne bolesti. Slični rezultati primijećeni 

su u proučavanju izražaja SRF (engl. serum-response factor) proteina kao transkripcijskog 

čimbenika, proteina koji veže DNA te proteina koji regulira epitelno-mezenhimalnu tranziciju 

podocita (211). Dokazano je da prekomjeran izražaj SRF-a u podocitima značajno povećava 

regulaciju Snaila s posljedičnom disfunkcijom podocita. Štoviše, inhibicija SRF-a specifičnim 

inhibitorom značajno je smanjila izražaj Snaila u glomerularnim stanicama, smanjila epitelno-

mezenhimalnu tranziciju podocita i poboljšala proteinuriju kod dijabetičara. Druga skupina 

istraživača utvrdila je da je angiotenzin II u kultiviranim ljudskim podocitima pospješio 

translokaciju Snail proteina u jezgru i značajno povećao razinu Snaila putem aktivacije Notch 1, 

čime se naglašava funkcija angiotenzina II u razvoju dijabetičke bolesti bubrega, a ujedno i 

napominje važna uloga farmakološke inhibicije renin-angiotenzin-aldosteronskog sustava u 

pacijenata s dijabetičkim bubrežnim komplikacijama (212). S druge strane, budući da se 

glomerularna razina Snaila u skupini dijabetičara smanjivala s vremenom i trajanjem šećerne 

bolesti, glomerularne stanice obje ispitivane skupine pokazale su sličan obrazac izražaja Snaila 

nakon dva mjeseca. Štoviše, kada smo usporedili kontrolnu i dijabetičku skupinu dva mjeseca 

nakon početka šećerne bolesti, izražaj Snaila na razini čitavog bubrega  je bio gotovo jednak 
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između skupina. Ovakva silazna regulacija Snaila u bubrezima dijabetičara tijekom vremena je u 

kontrastu s postojanom razlikom u izražaju Wnt4 uočenom između dviju životinjskih skupina 

tijekom razdoblja istraživanja. Ova zapažanja sugeriraju da se, slično obrascu izražaja MLH1, što 

se izražaja Snaila tiče, bubrežno tkivo potencijalno oporavlja od početnog oštećenja izazvanog 

hiperglikemijom induciranim oksidativnim stresom. Uspoređujući različite kortikalne strukture 

bubrega u razdoblju nakon dva mjeseca, povećana razina Snaila bila je evidentna samo u 

tubularnim epitelnim stanicama proksimalnih i distalnih zavijenih kanalića životinja sa šećernom 

bolesti. Ovi rezultati naglašavaju ulogu Snail signalnog puta u dugotrajnom procesu tubularne 

epitelno-mezenhimalne tranzicije te su isti kompatibilni s prethodnim izvješćima koja su ukazala 

na važnost promjena proksimalnih i distalnih tubularnih epitelnih stanica u razvoju dijabetičke 

bolesti bubrega (104, 105). Dodatno, Kai-Yun Fang i suradnici primijetili su statistički značajno 

povećanje izražaja Snail mRNA i proteina u bubrežnim tubulima štakora dijabetičara kao i o 

vremenu ovisno smanjenje izražaja Snaila u bubrezima štakora tretiranih inzulinom (213). 

Štoviše, brojne studije su pokazale zaštitni učinak različitih farmakoloških sredstava i molekula 

na bubrežnu funkciju kod dijabetičke bubrežne bolesti koji se ostvaruje inhibicijom Notch/Snail 

signalnog puta i slabljenjem procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije, poput berberina, 

glikvidona, melatonina i drugih (204, 214, 215). 

Do sada je otkriveno 19 različitih Wnt liganada i 15 Wnt receptora i koreceptora, što čini 

razumijevanje i definiranje specifične funkcije svakog od navedenih receptora i liganda u 

složenim molekularnim procesima reguliranim Wnt signalizacijom posebno izazovnim (190). 

Wnt4 ima krucijalnu ulogu u razvoju bubrega tijekom embriogeneze kao i u procesu regeneracije 

tubularnih epitelnih stanica u odraslim bubrezima (191, 216). Privremena i kratkotrajna aktivacija 

Wnt/β-katenin signalnog puta stimulira popravak tkiva i regeneraciju stanica nakon akutne 

ishemijsko-reperfuzijske ozljede bubrega, dok njegova produljena aktivacija pridonosi bubrežnoj 

intersticijskoj fibrozi i dovodi do progresije kronične bubrežne bolesti (217). U našem 

istraživanju, životinje sa šećernom bolesti pokazale su značajno veći izražaj Wnt4 dva tjedna i 

dva mjeseca nakon indukcije šećerne bolesti. Na razini pojedinačnih kortikalnih struktura 

povećana razina Wnt4 primijećena je samo u proksimalnim zavijenim kanalićima u skupini 

dijabetičara dva tjedna nakon početka šećerne bolesti. Ta je razlika ostala gotovo nepromijenjena 

tijekom vremena te je ista zabilježena i u razdoblju nakon dva mjeseca. Osim toga, budući da je 

Wnt4 pokazao rastući uzorak izražaja u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičkih životinja s 

vremenom, veći postotak Wnt4 pozitivnih stanica viđen je u distalnim zavijenim kanalićima 

eksperimentalne skupine nakon dva mjeseca, vjerojatno posljedično povećanom intenzitetu 

epitelno-mezenhimalne tranzicije tubularnih epitelnih stanica u uvjetima šećerne bolesti. U skladu 
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s našim rezultatima, Weichun He i suradnici otkrili su povišenu razinu različitih Wnt liganada, 

uključujući Wnt4, u fibrotičnom bubregu nakon jednostrane ureteralne opstrukcije (218). Opisana 

je dvostruka uloga Wnt/β-katenin signalizacije u patogenezi dijabetičke bolesti bubrega. Nekoliko 

je studija pokazalo povećan izražaj Wnt4 u stanicama bubrežnih kanalića štakora sa šećernom 

bolesti (219-221). Štoviše, jedno je nedavno istraživanje ukazalo na važnost pojačane aktivacije 

Wnt/β-katenin signalnog puta u pojavi i napredovanju dijabetičke bolesti bubrega (222). U 

njihovom istraživanju, alkaloid trigonelin smanjio je oštećenja uzrokovana hiperglikemijom i 

apoptozu mezangijalnih stanica potiskivanjem aktivacije Wnt/β-katenin signalnog puta s 

posljedičnim zaštitnim učinkom na funkciju bubrega. S druge strane, nekoliko istraživanja 

izvijestilo je o povećanoj apoptozi mezangijalnih stanica u bubrezima dijabetičara koja se 

ostvaruje inhibicijom Wnt/β-katenin signalizacije i regulacijom izražaja Wnt4 mRNA i proteina u 

tim stanicama (223, 224). Iako ovi nalazi neminovno pokazuju da je Wnt4 bitan modulator 

razvoja bubrežne fibroze, gore navedeni nedosljedni rezultati sugeriraju da upravo održavanje 

Wnt4/β-katenin signalizacije u uravnoteženom stanju može spriječiti proces tubularne epitelno-

mezenhimalne tranzicije i progresiju bubrežne intersticijske fibroze. Štoviše, dosadašnje spoznaje 

upućuju i na to da bi učinak Wnt4 u dijabetičkoj bolesti bubrega mogao dodatno biti posredovan 

kroz nekanonski Wnt signalni put, neovisno o β-kateninu. Slično Notch2, razina Wnt4 u 

glomerularnim stanicama bila je niska u svim skupinama u usporedbi s tubularnim stanicama, bez 

uočenih razlika između dviju ispitivanih skupina. Suprotno našim rezultatima, drugi su izvijestili 

o porastu aktivnosti i izražaja nekolicine Wnt receptora i liganada u glomerulima mišjih modela 

različitih oblika kronične bubrežne bolesti. Naime, Dai C. i suradnici su u svom istraživanju 

naveli da delecija β-katenina specifična za podocite štiti miševe od ozljede podocita izazvanih 

adriamicinom i ublažava mikroalbuminuriju (225). Upravo suprotno, druga istraživačka skupina 

otkrila je da genetska delecija β-katenina u podocitima nije zaštitila miševe od razvoja dijabetičke 

glomeruloskleroze budući da je smanjena Wnt/β-katenin signalizacija bila neophodna za 

diferencijaciju podocita, ali je sekundarno uzrokovala i veću stopu apoptoze podocita u pokusnih 

životinja (226). Uzimajući u obzir ove kontradiktorne rezultate, potrebna su daljnja istraživanja o 

ulozi Wnt4/β-katenin signalnog puta u razvoju kroničnih bubrežnih dijabetičkih komplikacija.  

Notch signalni put ima važnu ulogu u staničnoj proliferaciji i preživljavanju, posebno 

tijekom embriogeneze bubrega (196, 201). Posljedično tome, mutacije Jagged1 kao Notch 

liganda i Notch2, jednog od četiri dobro poznata Notch transmembranska receptora, uzrokuju 

abnormalnosti u razvoju bubrega kod ljudi (227). Očekivano, kada je razvoj bubrega završen, 

ekspresija proteina Notch puta je uglavnom potisnuta i aktivna ponajviše u populaciji matičnih 

stanica u odraslim bubrezima (228). U korelaciji s tim, primijetili smo da je u našim uzorcima 
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Notch2 pronađen u relativno maloj količini u bubrezima obiju ispitivanih skupina u dvije 

analizirane vremenske točke. Štoviše, izražaj Notch2 na razini bubrega nije se mijenjao tijekom 

cijelog razdoblja istraživanja te nisu primijećene značajne razlike između skupina. Ovi nalazi 

predstavljaju Notch2 kao neosjetljivi biomarker za bubrežni proces epitelno-mezenhimalne 

tranzicije i fibrozu bubrega kod šećerne bolesti. S druge strane, Notch signalni put snažno je 

povećan u podocitima i tubularnim epitelnim stanicama bolesnika s različitim oblicima kronične 

bubrežne bolesti, gdje djeluje kao snažan regulator glavnih transkripcijskih faktora epitelno-

mezenhimalne tranzicije s poticanjem progresije bubrežne intersticijske fibroze (229, 230). 

Nekoliko je istraživanja utvrdilo povezanost između povećanja izražaja Notch 1, 3 i 4 u 

bubrežnom tkivu i razvoja dijabetičke bolesti bubrega (202, 230). Štoviše, jedna nedavna studija 

definirala je Notch2 i Jagged1 kao moguće biomarkere za razlikovanje umjerenih i teških stadija 

dijabetičke bolesti bubrega (231). Iako prethodna istraživanja snažno podržavaju ulogu Notch 

signalizacije u razvoju bubrežne fibroze, ona nisu definirala specifični ligand i receptor 

odgovoran za napredovanje iste u različitim patologijama, uključujući šećernu bolest. U ovom 

istraživanju, usporedbom različitih komponenti bubrežne kore, veća razina Notch2 primijećena je 

samo u distalnim zavijenim kanalićima dijabetičkih životinja u oba ispitivana razdoblja, s 

izraženijim promjenama uočenim 2 tjedna nakon indukcije šećerne bolesti. Dobiveni nalazi, baš 

kao i prethodni, ponovno naglašavaju važnost početnog oštećenja bubrežnog tkiva koje nastaje u 

uvjetima šećerne bolesti uz potencijalnu vrijednost intenzivnijeg antidijabetičkog liječenja i 

striktne kontrole hiperglikemije u ranoj prezentaciji bolesti s ciljem očuvanja funkcije bubrega i 

sprječavanja napredovanja dijabetičke bolesti bubrega do završnih stadija kronične bubrežne 

bolesti. Dodatno, ovi rezultati mogu implicirati važnu ulogu transmembranskog receptora Notch2 

u procesu epitelno-mezenhimalne tranzicije distalnih tubularnih epitelnih stanica kod dijabetičke 

bubrežne bolesti. S druge strane, nisu uočene značajne razlike između skupina u pogledu izražaja 

Notch2 u glomerulima i proksimalnim zavijenim kanalićima. Ovi su nalazi u skladu s rezultatima 

istraživanja koje je pokazalo da je genetska delecija Notch1 specifična za podocite dovela do 

ublažavanja mikroalbuminurije, dok genetska delecija Notch2 u podocitima nije imala učinka na 

mikroalbuminuriju i progresiju dijabetičke bolesti bubrega (203). 

Potrebna su dodatna istraživanja promjena u izražaju različitih gena za popravak pogrešno 

sparene DNA i čimbenika povezanih s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom u bubrežnom tkivu u 

uvjetima hiperglikemije, što će omogućiti rasvjetljavanje njihove uloge u razvoju i napredovanju 

dijabetičke bolesti bubrega te poticanju bubrežne karcinogeneze u pojedinaca sa šećernom 

bolesti, ali također i omogućiti razvoj novih terapijskih modaliteta u liječenju ovog globalnog i 

potencijalno po život opasnog stanja. 
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6. ZAKLJUČCI  
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Naši rezultati pokazuju da se promjene u bubrežnom izražaju ispitivanih gena za popravak 

pogrešno sparene DNA i čimbenika epitelno-mezenhimalne tranzicije događaju već 2 tjedna 

nakon početka šećerne bolesti, najizraženije u tubularnim epitelnim stanicama proksimalnih i 

distalnih zavijenih kanalića. Navedeno ukazuje na važnost ranih patomorfoloških promjena 

bubrežnog parenhima koje se događaju u uvjetima hiperglikemije te implicira korist intenzivnijeg 

antidijabetičkog liječenja i što efikasnije kontrole hiperglikemije na samom početku šećerne 

bolesti. Također, navedeni rezultati ujedno upućuju i na važnu ulogu tubularnih epitelnih stanica 

u patofiziologiji dijabetičke bubrežne bolesti, što je u suprotnosti s prethodnim uvjerenjima da je 

disfunkcija podocita uz promjene glomerularne bazalne membrane s posljedičnom 

mikroalbuminurijom početno mjesto oštećenja i ključan događaj u razvoju dijabetičkih bubrežnih 

komplikacija. Naši rezultati naglašavaju važnost gena za popravak pogrešno sparene DNA i 

čimbenika epitelno-mezenhimalne tranzicije u patofiziologiji dijabetičkih bubrežnih komplikacija 

uz mogućnost njihovog korištenja kao dijagnostičkih i prognostičkih biomarkera dijabetičke 

bolesti bubrega. Štoviše, navedeni podaci bi mogli ukazati na moguću vezu između kroničnih 

dijabetičkih bubrežnih komplikacija i bubrežne karcinogeneze kod dijabetičara, budući da su 

zamijećene promjene u izražaju gena za popravak pogrešno sparene DNA u kori bubrega štakora 

sa šećernom bolesti tipa 1, a uvažavajući njihovu od ranije poznatu ulogu u procesu 

karcinogeneze. Nadalje, dobiveni rezultati mogli bi pomoći u razvoju ranih terapijskih modaliteta 

na samom početku šećerne bolesti s mogućim dugoročnim zaštitnim učinkom bubrežnog tkiva i 

funkcije bubrega, a sve u cilju usporavanja ili otklanjanja razvoja završnog stadija kroničnog 

bubrežnog zatajenja. 
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7. SAŽETAK 
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Cilj ovog istraživanja bio je utvrditi izražaj MLH1, MSH2, PMS2 i yH2AFX kao gena za 

popravak pogrešno sparene DNA (MMR) te Snail, Wnt4 i Notch2 kao transkripcijskih čimbenika 

povezanih s epitelno-mezenhimalnom tranzicijom (EMT) u različitim strukturama bubrega 

dijabetičkih štakora: glomeruli (G), proksimalni i distalni zavijeni kanalići (PCT; DCT). Metode: 

Mužjacima štakora Sprague Dawley instilirano je 55 mg/kg streptozotocina (model šećerne 

bolesti tipa I, DM skupina) ili citratni pufer (kontrolna skupina). Uzorci bubrega prikupljeni su 2 

tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije šećerne bolesti i obrađeni za imunohistokemiju. Rezultati: 

Životinje sa šećernom bolesti pokazale su nižu razinu MSH2 i veću razinu yH2AFX i Wnt4 u 

bubrezima 2 tjedna i 2 mjeseca nakon indukcije DM, dok se izražaj MLH1 i Snail-a značajno 

povećao samo 2 tjedna nakon inicijacije DM (p<0,0001). Najznačajnije razlike uočene su u 

tubularnim epitelnim stanicama u razdoblju od 2 tjedna nakon indukcije, s nižim izražajem 

MSH2 i većim izražajem MLH1, Snail i Wnt4 u proksimalnim zavijenim kanalićima, kao i 

smanjenim izražajem MSH2 i povećanim izražajem MLH1, yH2AFX, Snail i Notch2 u distalnim 

zavijenim kanalićima dijabetičkih životinja (p<0,0001; p<0,001). Zaključak: Dobiveni rezultati 

ukazuju na potencijalnu ulogu MMR gena i čimbenika povezanih s EMT-om u razvoju i 

progresiji dijabetičke bolesti bubrega, kao i na moguću vezu između šećerne bolesti i bubrežne 

karcinogeneze. Promjene u njihovom izražaju, posebno u tubularnim stanicama, mogle bi 

poslužiti kao dijagnostički biomarkeri za ranu faze šećerne bolesti, ali i doprinijeti razvoju novih 

terapijskih modaliteta u ovom stanju. 
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8. SUMMARY 
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The aim of this study was to determine the expression of mismatch repair genes (MMR) - 

MLH1, MSH2, PMS2 and yH2AFX and epithelial to mesenchymal transition (EMT) related 

transcription factors Snail, Wnt4, and Notch2 in different renal areas of diabetic rats: glomeruli 

(G), proximal and distal convoluted tubules (PCT; DCT). Methods: Male Sprague Dawley rats 

were instilled with 55mg/kg streptozotocin (diabetes mellitus type I model, DM group) or citrate 

buffer (control group). Kidney samples were collected 2 weeks and 2 months after DM induction 

and processed for immunohistochemistry. Results: Diabetic animals showed lower MSH2 and 

higher yH2AFX and Wnt4 kidney expression both 2 weeks and 2 months post-DM induction, 

while MLH1 and Snail expression significantly increased only 2 weeks after DM initiation 

(p<0.0001). The most substantial differences were observed in tubular epithelial cells in the 

period of 2 weeks after induction, with lower MSH2 and higher MLH1, Snail and Wnt4 

expression in PCT and repeatedly decreased MSH2 and increased MLH1, yH2AFX, Snail and 

Notch2 expression in DCT of diabetic animals (p<0.0001; p<0.001). Conclusion: The obtained 

results point to the MMR genes and EMT related factors as a potential contributors to diabetic 

kidney disease development and progression, as well as the possible link between DM and the 

renal carcinogenesis. Changes in their expression, especially in PCT and DCT, could serve as 

diagnostic biomarkers for early stages of DM, and might be a promising novel therapeutic target 

in this condition. 
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