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SAŽETAK 

Dugotrajna izloženost niskim dozama mikotoksina predstavlja rizik za pojavu 

bubrežnih oboljenja. U javnozdravstvenom smislu najznačajniji su mikotoksini koje 

proizvode plijesni rodova Aspergillus, Penicillium i Fusarium, koji kontaminiraju 

namirnice za prehranu ljudi i životinja te uzrokuju pojavu mikotoksikoza. Ulazak 

mikotoksina u epitelne stanice proksimalnih kanalića (PK) bubrega posredovan je 

membranskim prijenosnicima organskih aniona (Oat), a nakupljanje mikotoksina u 

PK preduvjet je njihova toksičnog učinka. Kako su namirnice najčešće kontaminirane 

različitim mikotoksinima, cilj ovog rada je istražiti pojedinačne i združene učinke 

okratoksina A (OTA) i citrinina (CIT) nakon 21-dnevnog tretmana te mogući 

protektivni/reparatorni učinak resveratrola (RSV) na ekspresiju housekeeping 

(rNa/K-ATPaze i r-aktina) i Oat proteina (rOat1, rOat2, rOat3 i rOat5) u bubrezima 

štakora metodama western i imunocitokemijske analize. OTA (0,125 mg/kg tj.m. ili 

0,250 mg/kg tj.m.) je u ovisnosti o dozi smanjio ekspresiju rOat1, ali ne rOat3 i rOat5 

proteina, dok se ekspresija proteina rOat2 smanjila višom dozom OTA (0,250 mg/kg 

tj.m). Tretman CIT (20 mg/kg tj.m.) je smanjio je ekspresiju rOat2 i rOat5, ali ne rOat1 

i rOat3 proteina. Smjesa mikotoksina (0,250 mg/kg tj.m. OTA+20 mg/kg tj.m. CIT) 

smanjila je ekspresiju rOat1, rOat2 i rOat5, a povećala ekspresiju rOat3 proteina. 

Tretman OTA ili CIT, kao i njihovom smjesom nisu mijenjali ekspresiju housekeeping 

proteina, izuzev smjese mikotoksina s višom dozom OTA koja je smanjila ekspresiju 

r-aktina. Tretman RSV (0,250 mg/kg tj.m. OTA+20 mg/kg CIT+20 mg/kg tj.m. RSV) 

nije umanjio nefrotoksične učinke mikotoksina. Dobiveni podatci ukazuju na važnost 

interakcija mikotoksina u regulaciji ekspresije proteina rOat u bubrezima štakora.   

 

 

Ključne riječi: imunocitokemijska analiza, mikotoksini, nefrotoksičnost, proksimalni 

kanalići, Rattus norvegicus, obitelj Slc22, western analiza 
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SUMMARY 

Prolonged exposure to low doses of mycotoxins poses a risk for kidney disease. The 

most important mycotoxins which contaminate foodstuffs for human and animal 

consumption and cause mycotoxicosis are produced by molds of the genera 

Aspergillus, Penicillium and Fusarium. The entry of mycotoxins into the renal 

proximal tubules (PT) epithelial cells is mediated by organic anions transporters 

(Oat), and the accumulation of mycotoxins in the PT is a prerequisite for their toxic 

effect. The aim of this study was to investigate the individual and combined effects 

of ochratoxin A (OTA) and citrinin (CIT) after 21 day exposure and the possible 

protective/reparative effect of resveratrol (RSV) on expression pattern of 

housekeeping (rNa / K- ATPase and rβ-actin) and Oat protein (rOat1, rOat2, rOat3 

and rOat5) in rat kidneys by western and immunocytochemical analysis. OTA (0.125 

mg/kg bw or 0.250 mg/kg bw) reduced the expression of rOat1 but not rOat3 and 

rOat5 protein, depending on the dose, while the expression of rOat2 protein 

decreased with a higher dose of OTA (0.250 mg/kg bw). CIT treatment (2 mg/kg bw) 

reduced the expression of rOat2 and rOat5, but not rOat1 and rOat3 proteins. A 

mixture of mycotoxins (0.250 mg/kg bw OTA + 2 mg/kg bw CIT) decreased rOat1, 

rOat2 and rOat5 expression and increased rOat3 protein expression. Treatment with 

OTA or CIT, as well as their mixture, did not alter the expression of housekeeping 

protein, except for a mixture of mycotoxins with a higher dose of OTA that reduced 

rβ-actin expression. RSV treatment (0.250 mg/kg bw OTA + 2 mg/kg CIT + 20 mg/kg 

bw RSV) did not reduce the nephrotoxic effects of mycotoxins. The data obtained 

indicate the importance of mycotoxin interactions in the regulation of rOat protein 

expression in rat kidneys. 

 

Key words: immunofluorescence, mycotoxins, nephrotoxicity, proximal tubules, 

Rattus norvegicus, Slc22 family, western analysis 
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1. UVOD 

Prema zaključcima radne skupine Europske agencije za sigurnost hrane (eng. 

European Food Safety Authority, EFSA), globalni klimatski poremećaji u vidu porasta 

prosječnih temperatura, povišene relativne vlažnosti zraka, povećane količine oborina i 

porasta koncentracije ugljikova dioksida, mogli bi za posljedicu imati nastanak optimalnih 

uvjeta za pojačani rast i razvoj plijesni na uzgajanim poljoprivrednim kulturama, u 

postupku njihova skladištenja te u različitim fazama pri proizvodnji namirnica namijenjenih 

prehrani ljudi i životinja (https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins). 

Podatci EFSA-e i Svjetske zdravstvene organizacije (eng. World Health 

Organization, WHO), ukazuju da su s javnozdravstvenog stajališta najznačajniji rodovi 

plijesni Aspergillus, Penicillium, Fusarium i Monascus sp., koji kontaminiraju sirovine i 

namirnice koje se koriste u prehrani (žitarice, sušeno voće, začinsko bilje, grožđe, sir, 

meso, mlijeko, vino i dr.) te uzrokuju pojavu mikotoksikoza kako u ljudi, tako i u različitih 

životinjskih vrsta (https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins; 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins). 

U odgovarajućim uvjetima, plijesni tijekom svoga razvoja stvaraju sekundarne 

metabolite, tzv. mikotoksine koji nakon unosa u organizam mogu izazvati mikotoksikoze 

(Bennett i Klich 2003.). U Skandinavskim zemljama, Južnoj Africi i zemljama Dunavskog 

sliva, u namirnicama kontaminiranim plijesnima često je utvrđena zajednička prisutnost 

dvaju mikotoksina uključujući okratoksin A (OTA) i citrinin (CIT). Većina mikotoksina 

uključujući OTA i CIT, u sisavaca, uz primarnu nefrotoksičnost iskazuje također i 

hepatotoksični, kardiotoksični, imunotoksični i neurotoksični učinak (Fink-Gremmels 

1999.; Peraica i sur. 1999.; Gayathri i sur. 2015.; Malir i sur. 2016.; Gupta i sur. 2017.). 

Dosadašnjim istraživanjima utvrđeno je da konzumacija namirnica kontaminiranih 

kombinacijom tih mikotoksina, tj. dugotrajna izloženost niskim koncentracijama OTA i CIT 

predstavlja značajan etiološki čimbenik u razvoju balkanske endemske nefropatije (BEN) 

te značajan zdravstveni rizik za razvoj bubrežnih oboljenja uključujući povišenu 

incidenciju nastanka tumora urotela u ljudi i životinja (Krogh i sur., 2009.; Stoev, 2017.).  

https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins
https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins
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Osnovni preduvjet nefrotoksičnog učinka mikotoksina jest njihov ulazak i 

nakupljanje u epitelnim stanicama proksimalnih kanalića (PK) bubrega. Kako su 

mikotoksini organski anioni (OA), njihov ulazak u stanicu posredovan je specifičnim 

membranskim prijenosnicima za OA, tzv. proteinima Oat/OAT (eng. Organic anion 

transporter; OAT u čovjeka/Oat u životinja) koji pripadaju velikoj obitelji prijenosnika 

otopljenih tvari (eng. Solute Carriers; SLC u čovjeka/Slc u životinja) (Sekine i sur., 2000.; 

Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Sekine i sur., 2006.; Nigam, 2018.). Pojedini 

pripadnici SLC/Slc obitelji, uključujući Oat1/OAT1 (Slc22a6/SLC22A6) i Oat3/OAT3 

(Slc22a8/SLC22A8) smješteni su u bazolateralnoj membrani (BLM), dok su Oat2 

(Slc22a7; ortolog OAT2/SLC22A7 u ljudi je smješten u BLM) i Oat5 (Slc22a19; ortolog 

OAT5 u ljudi ne postoji) smješteni u četkastoj membrani (ČM) epitelnih stanica PK 

bubrega (Sekine i sur., 2000.; Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Sekine i sur., 2006.; 

Nigam, 2018.). Objavljeni literaturni podatci nedvojbeno ukazuju da su membranski 

prijenosnici Oat/OAT ključni za unos mnogobrojnih OA u epitelne stanice PK bubrega 

uključujući i mikotoksine te da su ujedno i ciljno mjesto ispoljavanja njihova toksičnog 

učinka (Tsuda i sur., 1999.; Jung i sur., 2001.; Zhang i sur., 2004.; Tachampa i sur., 2008.; 

Žlender i sur., 2009.). Također, važno je ovdje naglasiti razloge i značaj provedbe ovog i 

budućih in vivo istraživanja na odgovarajućim eksperimentalnim in vivo modelima. Naime, 

funkcionalna karakterizacija niza različitih, do sada istraživanih prijenosnika, nažalost 

iskazuje određena ograničenja. Drugim riječima, podatci dobiveni in vitro istraživanjima 

ne mogu se na jednostavan način preslikati na in vivo sustave; maksimalna stopa 

prijenosa (Jmax) i omjer stope prijenosa i afiniteta prijenosnika (Jmax/Km) za određeni 

supstrat prvenstveno ovisi o broju funkcionalnih prijenosnika eksprimiranih u staničnoj 

membrani epitelnih stanica PK. Broj eksprimiranih prijenosnika u nekom od in vitro 

sustava značajno se razlikuje od njihova broja u određenom in vivo modelu. Također, 

brojnost i zastupljenost pojedinih prijenosnika OA u epitelnim stanicama PK bubrega, 

mijenja se ovisno o tome radi li se o S1, S2 ili S3 odsječku nefrona. Dodatno, situaciju 

komplicira spoznaja o njihovoj drugačijoj akutnoj i kroničnoj regulaciji  u in vivo sustavima 

te postojanje spolnih (jedinke muškog spola vs. jedinke ženskog spola) i vrstnih 

(lat. species) razlika (Burckhardt, 2012). 
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Dosadašnjim istraživanjima utvrđeni su različiti uzroci nastanka bubrežnih 

oštećenja uslijed intoksikacije mikotoksinima uključujući deregulaciju transkripcije, 

inhibiciju sinteze proteina, nepovoljne interakcije s metaboličkim enzimima, poremećaje 

u prijenosu staničnih signala, kočenje staničnog ciklusa, indukciju apoptoze, aktivaciju 

autofagije te indukciju oksidativnog stresa (Kőszegi i Poór, 2016.; Zhao i sur., 2017.). 

Jedan od dobro poznatih antioksidansa koji štiti stanice sisavaca od oksidativnog stresa 

i slobodnih radikala je polifenol resveratrol (RSV). Brojnim istraživanjima utvrđeno je da 

RSV uz izraziti antioksidativni potencijal iskazuje i protuupalna, kardioprotektivna, 

imunomodulatorna, neuroprotektivna te antitumorska svojstva (Kalantari i Das, 2010.; 

Salehi i sur., 2018.). Također, utvrđeno je da RSV i brojni drugi prirodni spojevi 

međudjeluju s nizom membranskih prijenosnika pripadnika obitelji SLC/Slc i ABC/Abc 

(eng. ATP-Binding Cassette), zastupljenih u različitim tkivima sisavaca. Karakter tih 

zbivanja, u smislu moguće modulacije funkcije prijenosnika i/ili afiniteta za prijenos 

supstrata, nedovoljno je istražen (Jia i sur., 2016.; Salehi i sur., 2018.; Zha, 2018.).  

Obzirom da su namirnice najčešće istovremeno kontaminirane s više različitih 

mikotoksina, pažnju istraživača unazad nekoliko godina privlače istraživanja združenih 

učinaka mikotoksina u različitim pokusnim modelima in vitro i in vivo. Prema objavljenim 

literaturnim podatcima dosada nisu opisani združeni učinci OTA i CIT na ekspresiju i 

staničnu lokalizaciju membranskih prijenosnika za OA (rOat1/Slc22a6, rOat2/Slc22a7, 

rOat3/Slc22a8 i rOat5/Slc22a19) u bubrezima štakora, niti mogućnost umanjenja njihova 

nefrotoksičnog učinka primjenom antioksidansa RSV. 

1.1 Hipoteza i ciljevi istraživanja  

Hipoteza je ovog istraživanja da će 21-dnevni tretman štakora smjesom 

mikotoksina (OTA+CIT), inducirati promjene u ekspresiji membranskih prijenosnika za 

OA smještene u BLM (rOat1 i rOat3) ili ČM (rOat2 i rOat5) PK  bubrega štakora, te da će 

se združeni nefrotoksični učinci OTA i CIT umanjiti tretmanom s antioksidansom RSV. 

Cilj je ovog doktorskog rada, istražiti pojedinačne i združene učinke mikotoksina (OTA i 

CIT) na ekspresiju i staničnu lokalizaciju membranskih prijenosnika za OA (rOat1, rOat2, 

rOat3 i rOat5) i housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubrezima štakora. 

Također, istražit će se može li polifenol RSV umanjiti nefrotoksične učinke istraživanih 
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mikotoksina u pokusnom modelu štakora. U tu svrhu će se u ukupnim staničnim 

membranama (USM) izdvojenim iz bubrega i fiksiranim narescima bubrega upotrebom 

western i imunofluorescencijske analize istražiti:  

1. Specifičnost primarnih protutijela (eng. Antibody, Ab) za: 

a) detekciju proteina rOat (Oat1-Ab, Oat2-Ab, Oat3-Ab i Oat5-Ab)  

b) detekciju housekeeping proteina (Na/K-ATPaza-Ab i-aktin-Ab) 

2. Pojedinačni učinci OTA na proteinsku ekspresiju i staničnu lokalizaciju:  

a) membranskih prijenosnika OA smještenih u BLM PK bubrega štakora 

(rOat1 i rOat3)  

b) membranskih prijenosnika OA smještenih u ČM PK bubrega štakora 

(rOat2 i rOat5)  

c) housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubrezima štakora  

3. Pojedinačni učinci CIT na proteinsku ekspresiju i staničnu lokalizaciju:  

a) membranskih prijenosnika OA smještenih u BLM PK bubrega štakora 

(rOat1 i rOat3) 

b) membranskih prijenosnika OA smještenih u ČM PK bubrega štakora 

(rOat2 i rOat5)  

c) housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubregu štakora  

4. Združeni učinci mikotoksina (OTA+CIT) na proteinsku ekspresiju i staničnu lokalizaciju:  

a) membranskih prijenosnika OA smještenih u BLM PK bubregu štakora 

(rOat1 i rOat3)  

b) membranskih prijenosnika OA smještenih u ČM PK bubrega štakora (rOat2 

i rOat5)  

c) housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubregu štakora  

5. Združeni učinci mikotoksina i resveratrola (OTA+CIT+RSV) na proteinsku ekspresiju i 

staničnu lokalizaciju:  

a) membranskih prijenosnika OA smještenih u BLM PK bubrega štakora 

(rOat1 i rOat3)  

b) membranskih prijenosnika OA smještenih u ČM PK bubrega štakora 

(rOat2 i rOat5)  
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c) housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubregu štakora 

Ovim istraživanjem utvrdit će se pojedinačni i združeni učinci mikotoksina (OTA i CIT) 

te mogući protektivni/reparatorni učinak antioksidansa RSV na ekspresiju i lokalizaciju 

membranskih prijenosnika OA (rOat1/Slc22a6, rOat2/Slc22a7, rOat3/Slc22a8 i 

rOat5/Slc22a19) i housekeeping proteina (rNa/K-ATPaza i r-aktin) u bubregu štakora, 

kao učestalo rabljenog pokusnog modela u toksikološkim studijama. Nove spoznaje o 

pojedinačnim i združenim učincima OTA, CIT i RSV u pokusnom modelu štakora 

doprinijeti će boljem razumijevanju mehanizama nastanka poremećaja bubrežnih funkcija 

u budućim istraživanjima te bi se mogle koristiti kao smjernice pri planiranju strategija za 

kontrolu, nadzor i praćenje mikotoksina u sirovinama i namirnicama. 

2. LITERATURNI PREGLED 

2.1 Mikotoksini  

Mikotoksini predstavljaju brojnu skupinu kemijski i toksikološki heterogenih 

organskih spojeva niske molekularne mase (50-500 Da), koji nakon unosa u organizam 

mogu izazvati mikotoksikoze (Bennett 1987.; Bennett i Klich, 2003.). Termin mikotoksin 

usvojen je 1962. god., nakon incidenta u okolici Londona u Engleskoj, pri kojem je uginulo 

oko 100 000 komada peradi (Turkey X bolest), i za koji se utvrdilo da je uzrokovan 

konzumacijom hrane kontaminirane aflatoksinima, sekundarnim metabolitima vrste A. 

flavus i A. parasiticus (Blount, 1961.). Do danas je identificirano približno 400 mikotoksina, 

dok su u javnozdravstvenom smislu najznačajniji mikotoksini koje proizvode plijesni 

rodova Aspergillus, Fusarium, Penicillium i Monascus sp. (Bennett 1987.; Bennett i Klich, 

2003.; Tola i Kebede, 2016.; Eskola i sur., 2020.). 

Pojava plijesni i mikotoksina u biljnim sirovinama i namirnicama prati ljudsku vrstu 

od samih početaka poljoprivredne proizvodnje. Skladištenje proizvedenih sirovina 

omogućilo je ljudskoj vrsti tranziciju od populacije lovaca-sakupljača do proizvođača, no 

istodobno, uzrokovalo je i pojavu razvoja plijesni i mikotoksina u skladištenim sirovinama 

(Pitt i Miller, 2017.). Ergotizam u ljudi, uzrokovan konzumacijom sklerocija Claviceps 

purpurea, poznat je još iz razdoblja srednjeg vijeka, kada je bio uzrokom pomora tisuća 

ljudi diljem Europe. Nadalje, akutni srčani beriberi (bolest žute riže ili shoshin-kakke, jap.) 
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uzrokovan citreoviridinom kojeg stvara plijesan P. citreonigrum na riži, poznat je još od 

17. stoljeća u Japanu (Uraguchi, 1969.; Bennett 1987.; Peraica i sur., 1999.; Bennett i 

Klich, 2003.; Pitt i Miller, 2017.). Poznato je da akutna i kronična izloženost mikotoksinima 

izaziva niz štetnih zdravstvenih učinaka kod ljudi i životinja, stoga možemo ustvrditi da 

mikotoksini predstavljaju iznimno važne poljoprivredne zagađivače. Unatoč brojnim 

istraživanjima te usvajanju dobrih poljoprivrednih i proizvođačkih praksi, pojavnost 

mikotoksina u sirovinama i namirnicama i danas predstavlja globalni problem, ponajviše 

prisutan u zemljama u razvoju (Eskola i sur., 2020.). Također, s prisutnošću mikotoksina 

u sirovinama i hrani, povezani su i značajni gospodarsko-ekonomski gubici uslijed 

uništavanja usjeva i sirovina kontaminiranih mikotoksinima, te zbog umanjene 

produktivnosti životinja u intenzivnoj stočarskoj proizvodnji (Wu i Mitchell, 2016.; Pitt i 

Miller, 2017.). Toksikogene plijesni koje su od značaja u poljoprivrednoj djelatnosti, 

ugrubo su podijeljene na tzv. poljske plijesni koje se razvijaju na usjevima prije žetve, i 

tzv. skladišne plijesni koje koloniziraju sirovine u procesu skladištenja. Iz skupine poljskih 

plijesni najznačajniji su biljni patogeni rodova Fusarium (F. graminearum - proizvodi 

deoksinivalenol, F. verticillioides - proizvodi fumonizin), zatim rodova Aspergillus (A. 

flavus -  proizvodi aflatoksin) koje se razvijaju na ostarjelim usjevima ili biljkama koje su 

izložene značajnim stresnim čimbenicima, te rodova Penicillium (P. verrucosum - 

proizvodi okratoksin) koje u poljima koloniziraju usjeve prije žetve, a izraženije stvaraju 

mikotoksine u procesu skladištenja (Tola i Kebede, 2016.).  

Biosinteza mikotoksina u plijesnima genetski je određena i u uskoj je svezi s 

primarnim metabolizmom aminokiselina i masnih kiselina, dok je stupanj kontaminacije 

sirovina i namirnica mikotoksinima, najvećim dijelom određen sastavom, teksturom, 

temperaturom i vlagom sirovina koje se prerađuju (Fink‐Gremmels, 1999.). Razne biljne 

vrste koje se koriste kao sirovine u proizvodnji namirnica u uvjetima izraženijeg stresa 

(suša, pretjerano navodnjavanje, invazije insektima i tretman herbicidima) predstavljaju 

idealnu podlogu za razvoj plijesni. Na rast i razvoj  plijesni te stupanj stvaranja 

mikotoksina utječe niz čimbenika: temperatura okoliša, vlažnost, pH, aktivnost vode (av), 

dostupnost hranjivih tvari, stupanj inokulacije, karakteristike supstrata, fiziološko stanje 

plijesni i mikrobiološka aktivnost. Uobičajeni uvjeti za rast i razvoj plijesni su temperatura 

u rasponu od 10-40 oC, pH 8,4, i av iznad 0,7. Poljske plijesni za aktivan rast zahtjevaju 
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70-90 % relativne vlažnosti, temperaturu od 20-25 oC te av iznad 0,85. Skladišne plijesni 

prilagođene su razvoju na nižem stupnju vlažnosti i višim temperaturama (Rodrigues i 

sur., 2012.; Aldars-García i sur., 2018.). Mikotoksini su ponajviše prisutni u žitaricama, 

orašastim plodovima, kikirikiju, sušenom voću, kavi, sjemenkama uljarica, voću, 

začinima, grožđu, vinu i pivu (Ayalew, 2010.; Rodrigues i sur., 2012.; Marin i sur., 2013.; 

Varzakas, 2016.; Alshannaq i Yu, 2017.; Aldars-García i sur., 2018.; Welke, 2019.; 

Agriopoulou i sur., 2020.). Do njihove pojave u sirovinama ili namirnicama može doći u 

bilo kojem trenutku proizvodnog procesa (prije ili tijekom žetve, tijekom obrade sirovina ili 

prilikom njihova skladištenja) pri čemu se ljudi i životinje izlažu riziku unosa 

kontaminiranih proizvoda i pojavi mikotoksikoza (Winter i Pereg, 2019.).  

Mikotoksikoze su akutna ili kronična oboljenja koja nastaju kao posljedica 

izloženosti mikotoksinima najčešće alimentarnim putem, no moguća je i izloženost 

inhalacijom ili putem kože (Bennett 1987.; Bennett i Klich, 2003.; Tola i Kebede, 2016.; 

Agriopoulou i sur., 2020.). Pri direktnoj izloženosti  ljudi i životinja, mikotoksini mogu 

ispoljavati kancerogeni, mutageni, hepatotoksični, nefrotoksični, imunotoksični, 

teratogeni, neurotoksični i kardiotoksični učinak (Fink-Gremmels, 1999.; Peraica i sur., 

1999.; Bennett i Klich, 2003.; Malir i sur., 2013.; Gayathri i sur., 2015.; Gupta i sur., 2017.). 

Uslijed nemogućnosti da se pojava mikotoksina u poljoprivrednoj proizvodnji i proizvodnji 

namirnica u potpunosti izbjegne, te s obzirom da se termičkom obradom sirovina i 

namirnica ne uspijevaju ukloniti svi mikotoksini, danas se s ciljem spriječavanja pojave 

mikotoksina u sirovinama i namirnicama u industrijskoj proizvodnji hrane, koriste razne 

strategije prevencije pojava plijesni i detoksikacija različitim biološkim, fizikalnim i 

kemijskim postupcima (Kumar i sur., 2017.; Ben Taheur i sur., 2019.). Prihvatljive količine 

mikotoksina u hrani regulirane su globalno od strane krovnih stručnih organizacija poput 

WHO (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins), EFSA 

(https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins), Američke agencije za hranu i 

lijekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) (https://www.fda.gov/food/chemicals-

metals-pesticides-food/natural-toxins-and-mycotoxins) i Organizacije za prehranu i 

poljoprivredu Ujedinjenih naroda (eng. Food and Agriculture Organization of the United 

Nation, FAO) (https://www.fao.org/common-pages/search/en/?q=mycotoxins). Nadalje, 

Europski sustav brzog uzbunjivanja za hranu i hranu za životinje (eng. Rapid Alert System 

https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins
https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins
https://www.fda.gov/food/chemicals-metals-pesticides-food/natural-toxins-and-mycotoxins
https://www.fda.gov/food/chemicals-metals-pesticides-food/natural-toxins-and-mycotoxins
https://www.fao.org/common-pages/search/en/?q=mycotoxins
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for Food and Feed, RASFF) (https://ec.europa.eu/food/safety/rasff-food-and-feed-safety-

alerts_hr) na tjednoj osnovi nadzire kontaminaciju sirovina i hrane mikotoksinima, čime je 

državama članicama omogućena  pravovremena provedba odgovarajućih mjera s ciljem 

sprječavanja izlaganja ljudi i životinja proizvodima kontaminiranim mikotoksinima. 

Mikotoksini se redovito nalaze unutar 10 najznačajnijih prijetnji sigurnosti sirovina u 

proizvodnji hrane (Rodrigues i sur., 2012.). Prema izvještaju WHO-e iz 2016. god., u 

zemljama u razvoju, na dnevnoj osnovi prirodnim otrovima, uključujući mikotoksine, 

izloženo je više od 500 miliona ljudi (IARC, 2016.).  

2.1.1 Okratoksin A (OTA) 

Prema nomenklaturi IUPAC (eng. International Union of Pure and Applied 

Chemistry ), OTA je: L-fenilalanin-N-[(5-kloro-3,4-dihidro-8-hidroksi-3-metil-1-okso-1H-2-

benzopiran-7-il)karbonil]-(R)-isokumarin) (C20H18O6NCl) (slika 1) 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ochratoxin-A/). Otkriven je u Južnoj Africi 

1965. god. kao toksični metabolit vrste A. ochraceus u kukuruzu inokuliranom tom vrstom 

plijesni (van der Merwe i sur., 1965.). Danas je poznato da OTA u poljoprivrednim 

kulturama i proizvodnim sirovinama proizvode različite vrste plijesni iz rodova Penicillium 

(P. verrucosum, P. citrinum, P. aurantiogriseum, P. viridicatum i P. nordicum) u umjerenim 

i hladnim klimatskim područjima, i Aspergillus (A. ochraceus, A. niger i A. carbonarius) u 

toplim i tropskim područjima (Rizzo i sur., 2002.; Ostry i sur., 2013.; Malir i sur., 2016.). 

Plijesni koje proizvode OTA najzastupljenije su u sušenom ili nagnjilom voću i povrću, 

sjemenju žitarica, orašastim plodovima, kavi, riži, začinima i grožđu. Nadalje, prisutnost 

OTA uslijed njegova dugog poluvijeka eliminacije (T1/2) utvrđena je i u životinjskom mesu 

i mesnim prerađevinama podrijetlom od životinja hranjenih krmivima kontaminiranim 

mikotoksinima (Petzinger i Ziegler, 2000.; Malir i sur., 2016.).  

 

https://ec.europa.eu/food/safety/rasff-food-and-feed-safety-alerts_hr
https://ec.europa.eu/food/safety/rasff-food-and-feed-safety-alerts_hr
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ochratoxin-A/
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Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A, preuzeto s PubChem:       

             (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ochratoxin-A/)  

        

Osobitost OTA je njegova visoka stabilnost i otpornost na visoku temperaturu i 

kiseline, stoga, kada se sirovina njime kontaminira, praktički ga je nemoguće u potpunosti 

ukloniti (Petzinger i Ziegler, 2000.; El Khoury i Atoui, 2010.). Sterilizacijom vodenom 

parom pri 120 oC tijekom 3 h nije moguće ukloniti OTA iz sirovina (Trivedi i sur., 1992.), 

dok ga izloženost temperaturi pri 250 oC uništava samo djelomično (Boudra i sur., 1995.). 

Nadalje, ishodišna molekula OTA, kakvu stvaraju plijesni, može se tijekom vremena 

skladištenja sirovine ili prilikom prerade, uslijed bioloških ili kemijskih reakcija, ili kao 

posljedica metaboličke pretvorbe izmjeniti, čega posljedica može biti povećana toksičnost 

i/ili povećana izloženost toksičnim spojevima (El Khoury i Atoui, 2010.; Berthiller i sur., 

2013.). Tako je uz OTA identificirano 28 njegovih derivata, koji nastaju prirodnim ili 

umjetnim putem, ili se formiraju u tijelu nakon njegove biotransformacije; neki od njih su 

deklorinirani analozi, etil esteri, hidroksilirani ili konjugirani, npr. sa glutationom, 

glukuronskom kiselinom ili pentozom (El Khoury i Atoui, 2010.; Malir i sur., 2016.). 

2.1.1.1 Toksikološki značaj OTA 

Iz zaključaka radne skupine EFSA-e, razvidno je da klimatski poremećaji sa 

posljedičnim porastom prosječnih temperatura, povišenom relativnom vlažnošću zraka, 

povećanjem količine oborina i porastom koncentracije ugljikova dioksida, osiguravaju 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ochratoxin-A/
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optimalne uvjete za pojačani rast i razvoj plijesni na uzgajanim poljoprivrednim kulturama,  

u postupku njihova skladištenja te u različitim proizvodnim fazama pri proizvodnji 

namirnica (https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins). U prehrani ljudi i 

životinja, na globalnoj razini, žitarice predstavljaju glavni izvor hranjivih tvari. Godišnji 

prinos žitarica u svijetu iznosi 2 milijarde tona, s tendencijom rasta proizvodnje (FAO, 

1993.; FAO/WHO, 2001.; Eskola, 2002.). Prema podatcima Eskole i sur. (2020), 

incidencija OTA-pozitivnih uzoraka žitarica na globalnoj razini iznosi nešto manje od 50 

%. Nadalje, Lee i Ryu (2017), u desetogodišnjem su razdoblju utvrdili incidenciju OTA u 

uzorcima neprerađenih sirovina (kukuruz, riža, ječam i pšenica), i to 20 % za Europu te 

42 % za SAD. Unazad dvadesetak godina, razvojem suvremenih analitičkih metoda, 

utvrđeno je da 10-15 % ukupnog dnevnog unosa OTA u ljudi, dolazi od konzumacije vina 

(Otteneder i Majerus, 2000.; Cabañes i sur., 2002.; Shephard i sur., 2003.). U nekim 

vinima, moštovima i sokovima od grožđa utvrđene su koncentracije do 7 µg/L OTA 

(Zimmerli i Dick, 1996.; Bejaoui i sur., 2006.).  

Kao posljedica navedenog, EFSA je 2020. godine na zahtjev Europske komisije 

pristupila izradi revidiranog mišljenja iz 2006. godine o zdravstvenim rizicima u prehrani, 

povezanima s prisutnošću i izloženošću OTA u sirovinama i namirnicama. Naime, 

dosadašnja istraživanja nedvojbeno su pokazala da je OTA nefrotoksičan, 

hepatotoksičan, embriotoksičan, teratogen, neurotoksičan, imunotoksičan, genotoksičan 

i kancerogen u mnogih vrsta sisavaca uz izražene spolne i vrstne razlike u osjetljivosti, 

pri čemu u glodavaca OTA uzrokuje razvoj tumora bubrega (Sava i sur., 2006.; Pfohl-

Leszkowicz i Manderville, 2007.; Malir i sur., 2013.). Na temelju istraživanja provedenih 

na različitim animalnim modelima, OTA je odlukom Međunarodne agencije za istraživanje 

raka (eng. International Agency for Research on Cancer, IARC) 1993. godine klasificiran 

kao potencijalni kancerogen u ljudi (skupina 2B) (IARC, 1993). 

Potreba za izradom ažuriranog mišljenja stručne radne skupine nastala je zbog 

nedovoljno jasnih i nedvosmislenih podataka vezanih uz mehanizme nastanka tumora 

mokraćnog sustava, prvenstveno bubrega, bilo da se radi o direktnom ili indirektnom 

genotoksičnom učinku. Za procjenu zdravstvenog rizika u ljudi, problemu izloženosti OTA 

konzumacijom hrane, pristupilo se putem utvrđivanja prihvatljive granice izloženosti (eng. 

https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins
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Margin Of Exposure, MOE). Pri karakterizaciji patoloških promjena koje nisu 

neoplastične, utvrđena je BMDL10 doza (eng. Benchmark dose lower confidence limit) od 

4,73 µg/kg tjelesne mase (tj.m.) na osnovu lezija opaženih u bubrezima svinja, dok je pri 

karakterizaciji neoplastičnih učinaka utvrđena doza od 14,5 µg/kg tj.m. na osnovu 

tumorskih promjena u bubrezima laboratorijskih štakora. Prema podatcima EFSA-e 

(2020), procijenjeni prosječni kronični unos OTA u ljudi iznosi 0,6-17,8 ng/kg tj.m. 

Usporedbom količine OTA kojoj su pri kroničnoj izloženosti alimentarnim putem izloženi 

ljudi, sa BMDL10 utvrđenoj na osnovu promjena koje nisu neoplastične, dolazi se do doze 

200 puta niže od granice prihvatljive izloženosti, ukazujući tako na nizak zdravstveni rizik. 

Pri usporedbi s BMDL10 utvrđenoj na osnovu neoplastičnih promjena, dolazi se do doze 

10 000 puta niže od granice prihvatljive izloženosti; napomena je radne skupine da je 

nesigurnost ove procjene visoka te da je rizik moguće podcijenjen (EFSA, 2020).  

2.1.1.2 Toksikokinetika OTA 

 Istraživanja provedena u različitih životinjskih vrsta, pokazala su da se OTA nakon 

oralnog unosa vrlo brzo apsorbira te da vršnu koncentraciju u krvi doseže u razdoblju od 

nekoliko sati. Na Sprague-Dawley štakorima muškog spola utvrđeno je, da je nakon 

jednokratne oralne adminitstracije OTA (doza: od 0,2 mg/kg tj.m.,), vršna koncentracija 

od 1,9 μg OTA/mL krvne plazme postignuta za 4,8 h, nakon čega je uslijedio pad 

koncentracije s poluvijekom eliminacije od 76 h (Han i sur., 2013.). Sustavna 

bioraspoloživost OTA u organizmu nakon pasivne difuzije iz želuca i proksimalnog 

jejunuma posljedica je njegova visokog afiniteta za nekovalentno vezivanje na proteine 

plazme, poglavito albumine. Nakon oralne administracije OTA (doza: 50 ng/g tj.m.) samo 

je 0,02 % OTA u ljudskoj, 0,08 % u krvi majmuna, te 0,1 % u krvi miša i svinja ostalo 

nevezano, dok je u krvi riba ostalo nevezano 22 % OTA (Hagelberg i sur., 1989.). Visok 

afinitet OTA za vezivanje na proteine plazme odgađa njegovu eliminaciju i ekskreciju te 

je uzrok njegovom dugom poluvijeku eliminacije u organizmu. Nakon jednokratne oralne 

administracije 3H-OTA, brza eliminacija iz ljudske plazme s poluvijekom eliminacije od 20 

h opažena je tijekom prvih 6 dana, nakon čega je uslijedila znatno sporija eliminacija s 

poluvijekom eliminacije od 35 dana (Studer-Rohr i sur., 2000.). Nadalje, u svom 

istraživanju, Mantle (2008) je utvrdio značajne razlike u trajanju poluvijeka eliminacije 
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OTA u različitih sojeva laboratorijskih štakora; u štakora soja Fischer vrijeme poluvijeka 

eliminacije OTA iznosilo je 8-10 dana, dok je u štakora soja Dark Agouti vrijeme poluvijeka 

eliminacije OTA iznosilo 2-3 dana. Istraživanje Kumagaija (1985) pokazalo je direktnu 

povezanost duljine trajanja poluvijeka eliminacije OTA s vezivanjem OTA na proteine 

plazme; u štakora s deficitom albumina vrijeme poluvijeka eliminacije OTA bilo je znatno 

skraćeno i koncentracija OTA u žuči i urinu bila je 20-70 puta viša u odnosu na 

koncentraciju u kontrolnih životinja. 

 Po unosu, OTA se distribuira po cijelom organizmu s time da koncentracija toksina 

u tkivima ovisi o vrsti životinje, apliciranoj dozi i dizajnu kinetičke studije. U većini 

provedenih istraživanja, najviše koncentracije toksina utvrđene su u bubrezima, zatim jetri 

i mišićima. U istraživanju Zepnika i sur. (2003), nakon jednokratne aplikacije OTA (doza: 

0,5 mg/kg tj.m.), koncentracije OTA utvrđene u bubrezima štakora u tri vremenske točke 

(24, 48 i 72 h) bile su 40, 100 i 270 puta više od koncentracija utvrđenih u jetri. Nadalje, 

Han i sur. (2013) su utvrdili najvišu koncentraciju OTA u bubrezima, zatim plućima, jetri, 

srcu, slezeni i mozgu nakon jednokratne oralne administracije OTA (doza: 0,2 mg/kg 

tj.m.). U istraživanju na Dark Agouti štakorima oba spola, izloženih različitim 

koncentracijama OTA u hrani (2,5 do 100 μg/kg hrane) tijekom 28 dana, najviša 

koncentracija OTA nađena je u plućima, zatim jetri i najniža u bubrezima (Hadjeba-

Medjdoub i sur., 2012.). Istraživanjem procjene transplancentarnog prijenosa 3H-OTA in 

vitro, Woo i sur. (2012), utvrdili su da je transplacentarni prijenos OTA zanemariv. S druge 

pak strane, nekoliko studija pokazalo je da u štakora, miša i svinja dolazi do prijenosa 

OTA in utero (Ringot i sur., 2006.). Utvrđene razlike u prijenosu OTA in utero u različitim 

fazama graviditeta upućuju na važnost razvojnog stadija same placente koja posreduje 

prijenos OTA. Također, prisutnost OTA utvrđena je i u mlijeku ženki u laktaciji, ali u 

zanemarivim količinama (Ringot i sur., 2006.). U kravljem mlijeku koje se koristi u prehrani 

ljudi OTA je prisutan u tragovima, što je posljedica efikasne degradacije OTA putem 

mikroflore u probavnom sustavu preživača (Fink-Gremmels, 2008.).   

 Glavni metabolit OTA je OTalfa (OTα), koji nastaje hidrolizom amidne veze između 

fenilalanina i dihidroizokumarinske kiseline, te se ne smatra toksičnim. Prvotno je utvrđen 

u cekumu i sadržaju debelog crijeva štakora. Vjeruje se da glavninom nastaje kao 
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posljedica djelovanja crijevnog mikrobioma u nepreživača i ljudi (Ali i sur., 2017.). 

Degradacija OTA u OTα katalizirana je brojnim hidrolazama, od kojih karboksipeptidaza 

A iskazuje najveću aktivnost. Iako se OTα djelomice resorbira u crijevima, ne akumulira 

se u bubrezima već se brzo izlučuje kao glukuronid putem urina (Wu i sur., 2011.). 

Hidroksilacija posredovana citokromom P450 pri kojoj nastaju 4-hidroksi-OTA i 10-

hidroksi OTA, također je jedan od metaboličkih puteva OTA. Povrh navedenog, 

identificirani su i sljedeći metaboliti; OP-OTA, spoj koji iskazuje veću toksičnost od 

ishodišne OTA molekule, OTB, hidrokinon/kinon redoks par, te različiti konjugati 

(glutation-S konjugat te konjugati s heksozom, pentozom i glukuronskom kiselinom (Xiao 

i sur., 1996.; Li i sur., 2000.; Calcutt i sur., 2001.; Pfohl-Leszkowicz i Manderville, 2012.; 

Yang i sur., 2015.). 

OTA i njegovi metaboliti izlučuju se primarno urinom i fecesom. U ljudi, glavni put 

izlučivanja je urinom, dok je u štakora glavni put izlučivanja preko žuči i fecesa (Dietrich i 

sur., 2005.). Oba načina izlučivanja su spora, zbog vezivanja OTA na proteine plazme te 

zbog niskog stupnja njegove metaboličke pretvorbe. Uslijed vezivanja na proteine plazme 

OTA se iz bubrega izlučuje prvenstveno tubularnom sekrecijom, nakon čega slijedi 

njegova ponovna reapsorpcija u distalnim dijelovima nefrona (Ringot i sur., 2006.). 

Jutabha i sur. (2011), utvrdili su da je prijenos OTA na BLM epitelnih stanica PK 

posredovan prijenosnicima Oat1 i Oat3, te da je njegovo izlučivanje na apikalnoj strani 

posredovano prijenosnicima MRP2 (eng. Multidrug resistance-associated protein 2) i 

NPT4 (eng. Sodium-dependent phosphate transport protein 4) znatno slabije, što 

doprinosi njegovom nakupljanju unutar stanice i posljedičnom razvoju nefrotoksičnosti. 

2.1.2 Citrinin (CIT) 

Prema IUPAC-u, CIT je: (3R, 4S)-4,6-dihidro-8-hidroksi-3,4,5-trimetil-6-okso-3H2-

benzopiran-7-karboksilna kiselina (C13H14O5) (slika 2) 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Citrinin). Citrinin uglavnom sintetiziraju 

plijesni iz roda Penicillium (P. citrinum, P. viridicatum, P. expansum i P. notatum) te 

rodova Aspergillus i Monascus (Bennett 1987.; Bennett i Klich, 2003.).  

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Citrinin
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Slika 2. Kemijska struktura citrinina, preuzeto s PubChem  

  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Citrinin) 

 

Citrinin je izoliran 1931. godine iz plijesni P. citrinum, te je zbog svojih izraženih 

antimikrobnih svojstava predložen za upotrebu u liječenju kao antibiotik (Hetherington i 

Raistrick, 1931.). Kasnijim istraživanjima na životinjama utvrđeno je da je nefrotoksičan, 

stoga je ideja o njegovom korištenju u terapijske svrhe napuštena (Ambrose i DeEds, 

1946.). CIT najvećim dijelom nastaje nakon žetve u skladištenim žitaricama, ali može se 

pojaviti i u drugim proizvodima biljnog podrijetla; grahu, voću, voćnim sokovima, začinima 

te pokvarenim mliječnim proizvodima (EFSA, 2020). Za razliku od OTA, CIT je 

termolabilan te se pri temperaturi od 70 oC, termički razgrađuje na citrinin H1, koji iskazuje 

veću toksičnost od ishodišne molekule i citrinin H2, koji ne iskazuje značajnu 

citotoksičnost (Trivedi, 1993.; Trivedi i sur., 1993.; Xu i sur., 2006.). 

2.1.2.1 Toksikološki značaj CIT 

Prvo sveobuhvatno istraživanje o pojavnosti CIT provedeno je 1968. god. u 

Kanadi, na uzorcima žitarica povezanih sa respiratornim problemima otkrivenim kod 

radnika u postupcima skladištenja i obrade sirovine. Utvrđeno je da je 13 od 29 uzoraka 

žitarica sadržavalo CIT (0,07-80 mg/kg), te da su svi uzorci pozitivni na nalaz CIT bili 

ujedno kontaminirani i s OTA (Scott i sur., 1972.). Na području Jugoistočne Europe, gdje 

je CIT povezivan sa razvojem BEN-e, u ispitivanim uzorcima žitarica utvrđene su 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Citrinin
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koncentracije CIT i do 200 puta više od koncentracije OTA (Vrabcheva i sur., 2000). 

Nadalje, u uzorcima kukuruza iz endemskih područja u Bugarskoj utvrđena je 

kontaminacija s CIT u koncentracijama od 50-1500 µg/kg (Petkova-Bocharova i sur. 

1991.). Također, u uzorcima različitih žitarica s područja Rusije namjenjenih proizvodnji 

stočne hrane, utvrđene su kontaminacije CIT u rasponu od 144-953 µg/kg (Kononenko i 

Burkin 2008.). Na području Zapadne Europe, istraživanja o pojavnosti CIT provedena su 

u Švicarskoj i Ujedinjenom Kraljevstvu; koncentracije CIT u uzorcima pšeničnog brašna 

kretale su se u rasponu 0,3-0,7 µg/kg, dok su u uzorcima žitarica detektirane maksimalne 

koncentracije od 10 µg/kg (Dick i sur., 1988.; Scudamore i Hetmanski, 1995.). Nadalje, u 

Indiji, CIT je utvrđen u uzorcima riže u rasponu 12-55 µg/kg (Reddy i sur., 1983.), te u 

Africi, u uzorcima ječma u prosječnoj koncentraciji od 64 µg/kg (El-Sayed, 1996.). Osim 

u žitaricama, CIT je često utvrđen i u namirnicama poput graha (Petkova-Bocharova i 

sur., 1991.; Aziz i sur., 2006.), voću i voćnim sokovima (Ciegler i sur., 1977.; Vinas i sur., 

1993.; Dietrich i sur., 2001.; Pepeljnjak i sur., 2002.), sirevima (Jarvis, 1983.), crnim 

maslinama (El Adlouni i sur., 2006.) i začinskom bilju (Saxena i Mehrotra, 1989.; Santos 

i sur., 2009.). Unatoč relativno malom broju studija o pojavnosti CIT pri usporedbi s drugim 

toksikološki značajnijim mikotoksinima, nedvojbeno se može zaključiti kako CIT 

predstavlja prijetnju ispravnosti sirovina u procesu skladištenja i naknadnoj proizvodnji 

namirnica i krmiva namijenjenih prehrani ljudi i hranidbi životinja.  

Uz alimentarnu, moguća je i izloženost CIT putem inhalacije i/ili putem kože, 

osobito u zatvorenim prostorima. Opseg mogućih štetnih zdravstvenih posljedica 

uzrokovanih nekim od tih alternativnih puteva uglavnom je nepoznat (Mayer i sur., 2008). 

U studiji Tuomi i sur. (2000), pri analizi uzoraka različitih materijala korištenih u gradnji 

zatvorenih prostora (tapete, karton, drvo, gipsane ploče, pijesak, linoleum, poliuretanska 

izolacija i boje) s visokim postotokom vlage u zraku, uz CIT, utvrđeni su i brojni drugi 

mikotoksini poput sterigmatocistina, satratoksina, diacetoksiscirpenola, deoksinivalenola, 

verukarola i T-2-tetraola.  

2.1.2.2 Toksikokinetika CIT 

Specifični podatci o toksikokinetici CIT pri alimentarnoj izloženosti nisu dostupni. 

Po unosu u organizam, CIT se izlučuje uglavnom putem urina. U istraživanju Reddy i sur. 
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(1982) upotrebom 14C-CIT, utvrđeno je da je eliminacija CIT bifazična; vrijeme poluvijeka 

eliminacije CIT u alfa fazi (brza) iznosilo je 1,95 h, a u beta fazi (spora) 39,7 h, tj. ~74 % 

radioaktivnosti utvrđeno je u uzorcima urina u prvih 24 h (Reddy i sur. 1982.). U 

zamoraca, akutna supkutana aplikacija CIT (doze: 50, 75 ili 100 mg/kg tj.m.) uzrokovala 

je uginuća uz kliničku sliku teške dispneje pri čemu su utvrđene brojne patološke 

promjene uključujući nekrozu bubrežnih tubula, akutni miokarditis i nekrozu sluznice 

želuca (Ambrose i DeEds, 1946.). U zečeva, utvrđena je LD50  (eng. Letal Dose 50%) od 

20 mg/kg tj.m. uz izraženo suzenje i salivaciju te blage histopatološke promjene u 

bubrezima, dok su pri višim dozama (50-75 mg/kg tj.m.) utvrđena znatna oštećenja 

bubrežnih struktura (Ambrose i DeEds, 1946.). U miševa, Phillips i Hayes (1978) utvrdili 

su promjene u vidu masne degeneracije jetre uz pojačanu mitozu stanica jetrenog 

parenhima nakon tretmana s CIT (doza: 35 mg/kg tj.m.). U pokusnom modelu štakora 

utvrđen je LD50 pojedinačne supkutane aplikacije CIT koji iznosi 67 mg/kg tj.m. (Ambrose 

i DeEds, 1946). U štakora soja Sprague Dawley pri intraperitonealnoj aplikaciji CIT (doza: 

50 mg/kg tj.m.), unutar 3 h nastupile su glukozurija i hematurija, a unutar 48 h 

degenerativne promjene u bubrezima (Jordan i sur., 1978b).  

Mnogobrojne toksikološke studije provedene na različitim pokusnim modelima 

životinja, ukazale su na nedvojbenu nefrotoksičnost CIT u sisavaca. U zamoraca je pri 

oralnoj administraciji CIT tijekom 14 dana utvrđena LD50 od 43 mg/kg tj.m. za jedinke oba 

spola (Thacker i sur., 1977.). Također, nakon kratkotrajne ponovljene izloženosti CIT 

(doza: 50 mg/kg tj.m., i.p.), tri od pet zamoraca uginulo je nakon druge aplikacije, a 

histopatološki nalaz potvrdio je degenerativne promjene u bubrezima dužinom cijelog 

nefrona, izuzev glomerula (Carlton i Szczech, 1978.). U štakora izloženih hrani 

kontaminiranoj CIT (doza: nema podataka), utvrđene su degenerativne promjene PK 

bubrega (Friis i sur., 1969.; Krogh i sur., 1970.). Nasuprot tome, u istraživanju u kojem su 

štakori bili izloženi CIT tijekom 5 dana (doza: 18 mg/kg tj.m.), u bubrezima nisu opažene 

kliničke ni patohistološke promjene (Mantle i McHugh, 1993.). U pasa pasmine bigl 

hranjenih suhom hranom, u čijem se sastavu nalazilo 50 % riže kontaminirane CIT u 

koncentraciji 100 mg/kg, nakon 30 dana utvrđena je dehidracija i polidipsija uslijed 

poremećene funkcije bubrega (Carlton i sur., 1974.). Najznačajni pokazatelj toksičnog 

učinka CIT u pasa oralno tretiranih CIT (doza: 5 mg/kg tj.m./dan) bila je izrazito visoka 
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aktivnost laktat dehidrogenaze u urinu, prije pojave kliničkih znakova zatajenja bubrega 

(Carlton i sur., 1974.). U studiji subkronične toksičnosti, koja je za cilj imala utvrditi sigurnu 

koncentraciju CIT pri alimentarnoj izloženosti prehrambenom dodatku RMR (eng. red 

mold rice) koji se dobiva fermentacijom soja plijesni M. ruber (NTU 505) koja proizvodi 

CIT, štakori Wistar soja izloženi su putem hrane različitim dozama CIT (1, 2, 10, 20 i 200 

mg/kg) tijekom 90 dana (Lee i sur., 2010.). Rezultati ovih istraživanja pokazali su da 

dodatak RMR, koji sadrži 200 mg CIT/kg RMR-a (ekvivalent dozi od 20 µg CIT/kg 

tj.m./dan) nije nefrotoksičan, te je za štakore utvrđena tzv. NOAEL doza (engl. No-

observed-adverse-effect-level) koja iznosi 20 µg CIT/kg tj.m./dan. (Lee i sur., 2010). 

Dakle, CIT nedvojbeno iskazuje nefrotoksični učinak u sisavaca, a stupanj 

nefrotoksičnosti ovisi o nizu različitih čimbenika tijekom provedbe istraživanja; izboru 

pokusnog modela (vrsta, soj, spol i dob jedinki), doza CIT, način administracije (oralni, 

supkutani, intramuskularni i.p. i dr.), te frekvencija (jednokratna/ponovljena) i duljina 

trajanja izloženosti (akutna, subakutna, subkronična ili kronična,).  

Uz opisane nefrotoksične učinke, utvrđeni su i toksični učinci CIT na imunološki 

sustav (Jordan i sur., 1978b.; Gupta i sur., 1983.; Mehdi i sur., 1983.; Reddy i sur., 1988.; 

Wichmann i sur., 2002.; Carvalho i sur. 2005.; Tammer i sur., 2007.), genotoksični  i 

potencijalno kancerogeni učinci (Shinohara i sur.,1976.; Thust i Kneist, 1979.; Arai i 

Hibino, 1983.; Martin i sur., 1986.; Pfeiffer i sur. 1998.; Sabater-Vilar i sur., 1999.; 

Knasmüller i sur., 2004.; Dönmez-Altuntas i sur., 2007.), toksični učinci na reproduktivni 

sustav, te toksični učinci tijekom graviditeta odnosno u razdoblju razvoja fetusa (Hood i 

sur., 1976.; Vesela i sur., 1983.; Singh i sur., 2006., 2007.; Chan and Shiao, 2007.; 

Qingqing i sur. 2010.).  

 

2.2 Nefrotoksičnost mikotoksina  

Bubreg je, uz osnovnu funkciju regulacije tjelesne homeostaze, primarno 

ekskretorni organ kojeg se funkcije ispoljavaju putem: a) glomerularne filtracije, b) 

sekrecije različitih spojeva iz epitelnih stanica nefrona i c) reapsorpcije spojeva iz lumena 

bubrežnih kanalića u epitelne stanice odgovarajućih topografskih zona nefrona. Uslijed 
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složenosti bubrežnih funkcija, rana klinička dijagnostika nefropatija uzrokovanih 

mikotoksinima je teška, skoro pa i nemoguća. Stoga se razvojem suvremenih 

molekularno-bioloških i drugih analitičkih postupaka, pokušava u in vitro i in vivo uvjetima 

razjasniti način djelovanja mikotoksina, s naglaskom na vrstne i spolne razlike u 

nefrotoksičnosti karakterističnoj za nefropatije uzrokovane mikotoksinima. Važan 

čimbenik u nastanku nefrotoksičnosti uzrokovane mikotoksinima su specifični 

membranski prijenosnici obitelji SLC22/Slc22, tzv. OAT/Oat proteini koji posreduju 

prijenos niza endogenih (vitamini, hormoni, žučne soli, urati, metaboliti neurotransmitera 

i dr.) i egzogenih (lijekovi i njihovi metaboliti, teški metali, različiti toksini i mikotoksini) 

spojeva u formi OA, a koji u slučaju pretjeranog nakupljanja, mogu izazvati štetne učinke 

(Sekine i sur., 2000.; Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Sekine i sur., 2006.; Nigam, 

2018.). Većina spomenutih prijenosnika lokalizirana je u epitelnim stanicama PK bubrega, 

čime taj odsječak nefrona predstavlja mjesto izrazito visokog rizika za ispoljavanje 

toksičnih učinaka različitih toksina uključujući i mikotoksine (Gekle i sur., 1998.; Tsuda i 

sur., 1999.; Jung i sur., 2001.; Zhang i sur., 2004.; Tachampa i sur., 2008.; Žlender i sur., 

2009.).  

Gotovo svi poznati mikotoksini iskazuju određeni nefrotoksični potencijal. U većini 

slučajeva nefrotoksičnost ovisi o dizajnu pokusa koji uključuje pokusni model (različite in 

vitro stanične linije vs. različiti animalni modeli in vivo), dozu mikotoksina, način 

administracije mikotoksina (oralni, supkutani, intramuskularni, intraperitonealni i dr.) te 

trajanje izloženosti (akutno, subakutno, kronično, subkronično i dr.), dok je u nekim 

slučajevima nefrotoksičnost sekundarna u odnosu na učinke mikotoksina u drugim 

tkivima, organima ili organskim sustavima (Bennett 1987.). U ovom radu istraženi su 

učinci OTA i CIT, za koje je brojnim provedenim in vitro i in vivo istraživanjima pouzdano 

utvrđeno da svoj toksični učinak ispoljavaju u bubrezima.  

2.2.1 Nefrotoksičnost OTA 

 OTA iskazuje relativno nisku akutnu toksičnost, uz značajne vrstne razlike u 

osjetljivosti; vrijednosti oralne LD50 kreću se u rasponu od 20-46 mg/kg tj.m. u štakora, te 

do 58 mg/kg tj.m. u miša, dok se u svinje, mačke, zeca i psa te vrijednosti kreću u rasponu 

0,2-1 mg/kg tj.m. (FAO/WHO, 2001). S druge pak strane, od iznimnog su značaja 
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subkronična i kronična izloženost mikotoksinima u farmskih životinja u kojih se izloženost 

OTA smatra glavnim uzrokom nefropatija u intenzivnoj stočarskoj proizvodnji (Krogh i 

sur., 1976.; Stoev i sur., 1998a.). Tako je u svinja opisana progresivna atrofija bubrežnih 

kanalića uz proliferativne promjene vezivnog tkiva i endotela krvnih žila, te je oboljenje 

nazvano Danska nefropatija svinja uzrokovana mikotoksinima (Krogh i sur., 1976.). 

Također, u svinja, uslijed izloženosti OTA, utvrđene su promjene različitih mjerenih 

parametara kao što su povišena koncentracija glukoze i proteina u urinu, povišena 

vrijednost leucil-aminopeptidaze i gama-glutamil transferaze, snižena razina kolesterola 

i proteina u serumu te snižen klirens kreatinina i specifične težine urina (Stoev i sur., 

1998b.).  

Nadalje, kronična izloženost OTA, smatra se i jednim od etioloških čimbenika u 

razvoju BEN-e i urotelnih tumora. BEN je kronična progresivna bolest bubrega, prvi put 

opisana kao endemska pojava 1950-ih godina u balkanskim zemljama Dunavskog sliva 

(Bugarska, Rumunjska i zemlje bivše Jugoslavije) (Pfohl-Leszkowicz i sur., 2007.; Stoev, 

2017.). Prema podatcima WHO (1965), BEN je progresivan i postepeni gubitak funkcije 

bubrega s izrazito pogubnim ishodom, bez razvoja nefrotičnog sindroma i hipertenzije. 

Uz izraženu anemiju i blagu proteinuriju, javlja se i znatno umanjen kapacitet bubrega za 

koncentriranjem urina. Nadalje, BEN se opisuje kao intersticijska nefropatija neupalnog 

podrijetla, s teškim oštećenjima epitela kanalića, i tek u kasnijoj fazi bolesti prisutnim 

oštećenjima glomerula, koja mogu dovesti i do ekstremnog smanjenja mase bubrega. 

Terminalni stadij oboljenja uključuje izraženu fibrozu, posebice u kori bubrega gdje se 

mogu uočiti potpuni gubitak kanalića i mnogi fibrozni glomeruli (WHO, 1965.). 

Sličnosti u patološkim promjenama opaženim pri BEN-i, tumorima urotela u ljudi i 

onih opaženih u svinja kronično izloženih OTA, potakle su provedbu brojnih istraživanja 

s ciljem rasvjetljavanja povezanosti izloženosti OTA i nastanka bubrežnih oboljenja. 

Dvogodišnjim istraživanjem na štakorima potvrđena je uzročno posljedična povezanost 

izloženosti OTA i nastanka tumora u bubrežnoj kori; u 60 % mužjaka utvrđeni su 

karcinomi bubrega te različite patološke promjene u ravnim odsječcima PK (odsječci S3), 

dok je u ženki utvrđena značajno niža incidencija tumora (6 %) uz niži opseg oštećenja 

ravnih odsječaka PK (Boorman, 1989.; Boorman i sur., 1992.; Rasonyi i sur., 1999.). 
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Hiperplastične promjene uočene su nakon devet mjeseci izloženosti, dok je dugotrajnija 

izloženost rezultirala malignim promjenama, najčešće obostrano i na više različitih mjesta 

u kori bubrega, dok u prijelaznom epitelu bubrežne zdjelice i okolnim strukturama nisu 

utvrđeni tumori urotela i/ili preneoplastična oštećenja (Boorman, 1989.; Boorman i sur., 

1992.; Rasonyi i sur., 1999.). Za razliku od štakora, u miševa izloženih OTA tijekom 2 

god. (doza: 4800 mg/kg tj.m./dan), tumori su utvrđeni u 28 % mužjaka, dok je kod ženki 

pojava tumora izostala (Bendele i sur., 1985.).  

Točan mehanizam toksičnog djelovanja OTA, kao i pozadina uočenih vrstnih i 

spolnih razlika trenutno još nisu razjašnjeni. Ranija istraživanja pokazala su da je OTA 

supstrat za prijenos putem membranskih prijenosnika Oat/Slc22 (Stein i sur., 1985.; Sokol 

i sur., 1988.). Naknadna istraživanja Groves i sur. (1988) pokazala su da je nakupljanje 

OTA u epitelnim stanicama PK zeca, posljedica kombinacije pasivne difuzije, 

nespecifičnog vezivanja kao i prijenosa putem različitih specifičnih prijenosnika. Studija 

provedena na stanicama PK bubrega miša, stabilno transfeciranih s hOAT1 i hOAT3, 

pokazala je da je nakupljanje 3H-OTA saturabilan, o dozi i vremenu ovisan proces, koji 

se odvija na BLM epitelnih stanica PK (odsječci S2 i S3) (Jung i sur., 2001); Km vrijednosti 

utvrđene za hOAT1 i hOAT3 u ovom istraživanju bile su 2-3 puta više u odnosu na one 

objavljene u ranijim studijama Grovesa i sur. (1988). Daljna istraživanja pokazala su 

postojanje alternativnih sustava prijenosa visokog afiniteta i kapaciteta za ulazak OTA u 

stanice sisavaca, uz već postojaći sustav prijenosa posredovan membranskim 

prijenosnicima obitelji SLC22/Slc22. Tako su Heussner i sur. (2002) pokazali da se u 

prisustvu kompetirajućih spojeva onemogućava vezivanje 3H-OTA na OAT, iako se 

detektira visoka unutarstanična koncentracija 3H-OTA u homogenatima bubrega 

sisavaca. Nadalje, potvrđene su vrstne razlike u kapacitetu nakupljanja OTA unutar 

stanice, koji je u korelaciji sa stupnjem toksičnosti, pri čemu je onaj u čovjeka najviši, 

nakon kojeg slijede štakor, svinja i miš (Heussner i sur., 2002.). U istraživanju O’Brien i 

sur. (2001), utvrđeno je da primarne stanične linije PK podrijetlom od svinja i štakora, 

nakupljaju više OTA od kontinuiranih linija istog tipa stanica. Nadalje, u istoj studiji 

utvrđeno je da primarna stanična linija epitela PK podrijetlom od ljudi, nakuplja 10-15 puta 

više OTA od drugih staničnih linija (LLC-PK1, NRK-52E, NRK-49F) (O’Brien i sur. 2001). 

Osobita je zanimljivost navedenog istraživanja ta da je stanična linija NRK-49F (fibroblasti 
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bubrega štakora), nakupila količine OTA usporedive s onima nakupljenim u staničnoj liniji 

NRK-52E (epitelne stanice bubrega štakora), s time da je linija NRK-49F pokazala 

relativnu neosjetljivost na učinak OTA.  Zaključak je autora istraživanja, da su fibroblasti 

refraktorni na toksični učinak OTA, dok su epitelne stanice bubrežnih kanalića znatno 

osjetljivije, čega je posljedica izražena proliferacija fibroblasta koja dovodi do postepene 

i progresivne zamjene oštećenih kanalića fibroznim tkivom karakterističnim za BEN 

(O’Brien i sur. 2001). 

Podatci o molekularnim mehanizmima toksičnosti OTA još uvijek nisu dostatni u 

smislu izvođenja jasnih i nedvosmislenih zaključaka. Dostupna literatura opisuje širok 

spektar zbivanja na molekularnoj razini, kao potencijalnih uzroka razvoja ranije opisanih 

oštećenja epitelnih stanica PK. Brojnim in vitro i in vivo studijama utvrđene su nakon 

tretmana OTA promjene u staničnim signalnim putevima uključujući modulaciju MAPK 

(eng. Mitogen-activated protein kinases), osobito ERK 1/2 (eng. Extracellular signal-

regulated protein kinases 1 and 2), JNK (eng. c-Jun-NH2 terminal kinase) i p38 koji su 

uključeni u regulaciju upalnih, apoptotskih i fibrotičnih procesa (Sauvant i sur., 2005.; 

Wang i sur., 2012.; Darif i sur., 2016.; Huang i Chan, 2016.; Raghubeer i sur. 2017.). U 

svinja tretiranih OTA u hrani, uz snižen antioksidativni kapacitet, povišenu aktivnost p38, 

pojačanu fosforilaciju ERK 1/2, utvrđena je i povišena ekspresija gena uključenih u 

procese autofagije (Gan i sur., 2017.). U bubrezima štakora i miša, utvrđena je o dozi 

OTA ovisna stimulacija stanične proliferacije (Rached i sur., 2007.; Qi i sur., 2014.; Bondy 

i sur., 2015.; Zhu i sur., 2016.), a pojačan proliferativni odgovor povezan je s promjenama 

u ekspresiji gena uključenih u regulaciju staničnog ciklusa i oštećenja DNA (Rached i 

sur., 2007.; Adler i sur., 2009.; Taniai i sur., 2014.). Nadalje, u mnogim studijama 

istraživani su učinci OTA na promjene u ekspresiji različitih gena, osobito onih uključenih 

u upalne i fibrotične procese, te u procese maligne transformacije i epitelno-

mezenhimalne tranzicije; u stanicama HepG2 opažena je pojačana ekspresija gena 

povezanih s upalnim odgovorom, oksidativnim stresom, staničnim metabolizmom i 

metabolizmom ksenobiotika (Hundhausen i sur., 2008.). U analizi transkriptoma stanica 

PK ljudi i štakora, Jennings i sur. (2012) utvrdili su promjene ekspresije velikog broja gena 

povezanih s citoskeletom, regulacijom nukleosoma, translacijom, transkripcijom, 

ubikvitinacijom i staničnim ciklusom. Istraživanje Arbillaga i sur. (2008), provedeno na 
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štakorima tretiranim OTA, pokazalo je da su promjene u ekspresiji gena u bubrezima 

izraženije od onih utvrđenih u jetri; razina ekspresije gena uključenih u oksidativni stres 

te homeostazu kalcija, bila je niža, dok je razina ekspresije gena usmjerenih ka 

preživljenju stanice i proliferaciju bila viša. U procjeni čimbenika uključenih u 

citotoksičnost OTA korišten je između ostalih i proteomski pristup pri čemu su utvrđeni 

porast ekspresije mitohondrijskih proteina uključenih u prijenos elektrona, sintezu 

proteina, odgovor na stres, apoptozu i modulacija proteina uključenih u upalni proces 

(Ferrante i sur., 2006.; Shen i sur., 2013.). U nastanku oštećenja stanica uzrokovanih 

toksičnim učinkom OTA značajnu ulogu ima i oksidativni stres. U staničnoj liniji PK 

bubrega svinje (LLC-PK1), OTA je povisio vrijednosti reaktivnih kisikovih spojeva, te 

snizio aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) i ekspresiju glutation s-tranferaze (GST) 

povezane sa sniženom aktivacijom Nrf-2 (eng. Nuclear factor erythroid 2-related factor) 

(Bosch-Saadatmandi i sur., 2008., 2009.). U staničnoj liniji PK15 bubrega svinja tretiranoj 

sa OTA, Klarić i sur. (2014) utvrdili su sniženje omjera glutation (GSH)/glutation disulfida 

(GSSG) i ukupnih tiola. Oksidativni stres utvrđen je u svinja i štakora u vidu promjene 

aktivnosti SOD, povišenih vrijednosti proteinskih karbonila i modulacije ekspresije gena 

uključenih u odgovor na oksidativni stres te sniženje ekspresije gena za markere upalnog 

odgovora (interleukin (IL)-6, IL-8, IL-12, IL-17A, IL-18 – kolon; IL-17A i IL-10-bubreg) 

(Domijan i sur., 2006.; Zhang i sur., 2016.). Nadalje, utvrđena je povezanost 

oksidacijskog stresa i gubitka membranskog potencijala mitohondrija s posljedičnom 

apoptozom (Liang i sur., 2015.; Wang i sur., 2017). Također, istraživanja Marin i sur. 

(2017a,b)  pokazala su  pozitivnu korelaciju modulacije ekspresije gena funkcionalno 

povezanih sa nekrozom, proliferacijom, displazijom, hipoplazijom i zatajenjem bubrega. 

Iz navedenog, može se zaključiti da su epitelne stanice PK osobito osjetljive na toksični 

učinak OTA, ponajprije zbog postojanja sustava aktivnog prijenosa OTA u unutrašnjost 

stanica putem membranskih prijenosnika OA (Slc22/Oat), ali i uslijed promjena u 

ekspresiji gena/proteina uključenih u procese regulacije signalnih puteva povezanih s 

apoptotskim, upalnim i fibrotičnim odgovorima stanica na stres, te onih uključenih u 

procese proliferacije, diobe, preživljenja i smrti stanice.  
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2.2.2 Nefrotoksičnost CIT 

U istraživanju Arai i Hibino (1983), u kojem su ispitivani učinci CIT pri kroničnoj 

izloženosti štakora, utvrđene su značajne degenerativne promjene u bubrezima. Spolno 

zreli štakora soja F344 izloženi su CIT putem hrane za glodavce ad libitum (doza: 1000 

mg/kg hrane); unos hrane u količini od 20 g/dan/životinji odgovarao je unosu od 70 mg 

CIT/kg tj.m. Tijekom periodičkih usmrćivanja (nakon 32, 40, 60 i 80 tjedana) uočen je 

gubitak tjelesne mase, te porast omjera mase bubrega i jetre naspram mase tijela u 

životinja izloženih CIT, dok je u kontrolnih životinja izloženih uobičajenoj hrani takav 

učinak izostao. Uz povećanje mase bubrega utvrđena je opsežna dilatacija PK, koloidni 

odljevci u lumenu bubrežnih kanalića, intersticijska fibroza kao posljedica intersticijskog 

nefritisa i žarišna hiperplazija kanalića. Nakon četrdesetog tjedna izloženosti, u svih 

životinja utvrđeni su žarišna hiperplazija epitela kanalića i mali adenomi. Veći benigni 

adenomi bubrega utvrđeni su nakon šezdesetog tjedna izloženosti, uz pojavu bistre i 

tamne stanične citoplazme, s dilatacijama glatkog i grubog endoplazmatskog retikuluma 

dok u kontrolnih životinja tumori bubrega ili drugih organa nisu utvrđeni (Arai i Hibino, 

1983.).  

Klinički, zatajenje bubrega kao posljedica toksičnog djelovanja CIT, manifestira se 

pojačanim lučenjem razrijeđenog urina, uslijed poremećaja funkcionalnog kapaciteta 

bubrega za postizanjem optimalne koncentracije urina. Nadalje, prisutne su i promjene u 

vidu smanjenog stupnja glomerularne filtracije i smanjenog protoka krvi kroz bubreg, čega 

je posljedica povišenje vrijednosti određenih biokemijskih parametara u krvi (urea, laktat 

dehidrogenaza, alanin aminotransferaza i isocitrat dehidrogenaza). Uz navedeno, prisutni 

su i proteinurija, glukozurija, niža specifična težina urina te nalaz nekrotičnih stanica u 

sedimentu urina (Jordan i sur.,1978a; Lockard i sur.,1980.; Kogika i sur.,1996.). Opisane 

funkcionalne promjene povezane su sa razvojem akutne tubularne nekroze. Lokalizacija 

najizraženijih promjena u bubrežnim kanalićima razlikuje se u ovisnosti o vrsti na kojoj je 

provedeno in vivo istraživanje. U miša i hrčka, patološkim promjenama prvenstveno su 

zahvaćeni distalni kanalići (Jordan i Carlton, 1977.; Jordan i sur., 1978a), dok se u 

štakora, zeca, zamorca i svinja najizraženije promjene primjećuju u PK bubrega 

(Ambrose i DeEds,1946.; Krogh i sur.,1973.; Thacker i sur.,1977.; Jordan i sur.,1978b.; 

Lockard i sur.,1980.). Unatoč razlikama u lokalizaciji primarnih promjena u bubrežnim 
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kanalićima, histopatološki nalazi u svih vrsta pokazuje slične promjene; nekrozu i 

deskvamaciju epitela kanalića, zadebljanje bazalne membrane, dilataciju kanalića i 

proliferativne promjene intersticija. Istraživanje Hanika i Carltona (1983) provedeno na 

zečevima, pokazalo je, da oštećenje bubrežnih struktura nije progresivno, te da je 

reverzibilno. Regenerativne promjene bubrežnih kanalića, opažene su trećeg dana po 

prestanku izloženosti, dok je potpuni oporavak oštećenih struktura nastupio nakon 7 dana 

(Hanika i Carlton, 1983.). Osobito je zanimljivo opažanje Jordana i Carltona (1977), da je 

brojnost i intenzitet degenerativnih promjena izazvanih CIT u pozitivnoj korelaciji sa 

primjenjenom dozom, s time da višestruka aplikacija iste doze, ne uzrokuje promjene u 

broju, intenzitetu i karakteru opaženih promjena te ne uzrokuje porast mortaliteta 

pokusnih životinja. Hanika i Carlton (1983.) za ovaj su fenomen ponudili dva moguća 

tumačenja; prvo je da su stanice osjetljive na CIT pri administraciji inicijalne doze 

uništene, stoga svaka sljedeća doza u tom smislu neće imati učinka, dok drugo, 

vjerojatnije tumačenje, ide u smjeru indukcije regulacijskih enzimskih sustava potrebnih 

za detoksikaciju i bržu metaboličku pretvorbu i izlučivanje CIT.  

 Istraživanja molekularnih mehanizama toksičnosti CIT glavninom su provedena u 

in vitro sustavima. Inhibicija sinteze RNA (eng. Ribonucleic acid) i DNA (eng. 

Deoxiribonucleic acid) pri izloženosti CIT utvrđena je u različitim staničnim linijama 

sisavaca (Yoneyama i Sharma, 1987.; Wasternack i Weisser, 1992.). Uz inhibiciju sinteze 

nukleinskih kiselina, glavnim uzrocima nastanka oštećenja u biološkim sustavima uslijed 

izloženosti CIT in vitro, smatraju se oksidativni stres te modifikacije ekspresije 

gena/proteina uključenih u antioksidativni i proupalni odgovor (Ribeiro i sur., 1997.; 

Johannessen i sur., 2007.; Máté i sur., 2014.). U stanicama kvasca i staničnim linijama in 

vitro, CIT uzrokuje pojavu reaktivnih kisikovih spojeva i superoksidnog aniona te apoptozu 

povezanu s poremećajima funkcije mitohondrija (Chagas i sur., 1995.; Pelicano i sur. 

2003.). U staničnoj liniji promijelocitne leukemije ljudi (HL-60) i bubrega svinje (PK15), 

CIT je uzrokovao apoptozu povezanu sa aktivacijom kaspaze -3, -6, -7 i -9, te apoptozu 

povezanu sa poremećajima prijenosa kalcija unutar mitohondrija (Šegvić i sur., 2012. Na 

stanicama kvasaca, CIT je inducirao porast ekspresije različitih gena uključenih u 

antioksidativni odgovor (Vanacloig-Pedros i sur., 2016.). Na embrionalnim matičnim 

stanicama (ESC-B5), CIT je uzrokovao apoptozu putem pojačanog stvaranja reaktivnih 
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kisikovih spojeva, povećanjem omjera Bax/Bcl-2 proteina te gubitkom membranskog 

potencijala mitohondrija (Chan, 2007.). Porast vrijednosti različitih markera oksidativnog 

stresa (reaktivnih kisikovih spojeva, proteinskih karbonila, pojačanu ekspresiju p53, 

p21/waf1, pojačanu aktivnost kaspaze 9) utvrđen je i u staničnoj liniji kože miševa nakon 

jednokratne topikalne aplikacije CIT (Kumar i sur., 2011.). Sumarno, iz dostupne literature 

može se zaključiti da CIT iskazuje toksičnost djelovanjem na niz staničnih procesa kao 

što su inhibicija sinteze nukleinskih kiselina, promjene u funkciji mitohondrija, povećanje 

proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva, deregulacija unutarstaničnih signalnih puteva te 

aktivacija kaspaznih sustava odgovornih za apoptozu stanica. 

 

2.2.3 Istovremena izloženost kombinaciji OTA i CIT 

Karakteristika je mnogih Aspergillus i Penicillium vrsta (prvenstveno A. ochraceus i 

P. verrucosum) istovremeno stvaranje OTA i CIT, a u ovisnosti o okolišnim čimbenicima 

i karakteristikama supstrata na kojem se plijesan razvija. Kako se u prirodnim uvjetima 

iznimno rijetko pojavljuje isključivo jedan mikotoksin, nameću se pitanja o međudjelovanju 

istovremeno prisutnih mikotoksina, te učincima tih međudjelovanja u smislu njihova 

nefrotoksičnog potencijala. Začeci istraživanja toksikoloških koncepata sinergizma 

(aditivnosti i potencijacije) i antagonizma mikotoksina, započeli su 1976. god. 

istraživanjem o istovremenoj izloženosti mikotokisna (OTA+CIT) u pokusnom modelu 

miševa; smrtnost u miševa izloženih trodnevnoj intraperitonealnoj aplikaciji kombinaciji 

mikotoksina bila je viša od smrtnosti pri izloženosti pojedinačnom mikotoksinu (Sansing i 

sur., 1976.). Nasuprot tome, istraživanja u eksperimentalnoj tumorigenezi ukazuju na 

izostanak sinergističkih učinaka mikotokisna (OTA+CIT) (Kanisawa, 1984.). Nadalje, 

objavljeni podatci ukazuju da se sinergizam pri interakciji OTA i drugih mikotoksina može 

javiti kao aditivni učinak ili kao antagonizam, a u ovisnosti o biološkom sustavu koji je 

rabljen kao pokusni model (Pohland i sur. 1992.). U istraživanju Braunberga i sur. (1994) 

ispitani su pojedinačni i združeni učinci CIT i OTA na prijenos iona tetraetilamonija (TEA) 

i para-aminohipurata (PAH) te sintezu proteina iz 3H-leucina u kori bubrega in vitro; 

dobiveni rezultati bili su nekonzistentni, te nisu išli u prilog tezi o sinergističkom učinku 

CIT pri kombinaciji OTA i CIT. Istraživanja Heussner i sur. (2006) pokazala su da 
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sinergistički učinak mikotokisna (OTA+CIT) na staničnoj liniji bubrega (LLC-PK) in vitro 

nastupa samo pri visokim dozama CIT. U istraživanju Bouslimi i sur. (2008a) istraženi su 

pojedinačni i združeni učinci OTA i CIT na kromosomske aberacije u stanicama koštane 

srži miša nakon i.p. administracije dozama koje odgovaraju 2, 4 ili 8 % njihove LD50 

vrijednosti. Utvrđeno je, da je odgovor na učinak kombinacije mikotoksina (OTA+CIT) pri 

najnižoj dozi jednak zbroju vrijednosti odgovora na učinke pri pojedinačnoj izloženosti 

(aditivni učinak), dok je pri višim dozama odgovor na potencijalno sinergistički učinak 

kombinacije mikotoksina izostao, čak štoviše, nisu postignute niti vrijednosti odgovora 

koje bi išle u prilog aditivnosti utvrđenoj pri najnižoj dozi (Bouslimi i sur., 2008a). Ista 

skupina autora utvrdila je sinergistički učinak mikotoksina (OTA+CIT) u vidu porasta 

vrijednosti malondialdehida (MDA) i ekspresije Hsp 70 (eng. Heat shock protein 70) te 

inhibiciju vijabilnosti stanične linije bubrega (Vero) in vitro (Bouslimi i sur., 2008b). U 

istraživanju provedenom na staničnoj liniji epitela PK ljudi (HK-2), Schulz i sur. (2018) 

pokazali su da izloženost stanica kombinaciji mikotokisna (OTA+CIT) pri nanomolarnim 

koncentracijama dovodi do porasta glasničke RNA (eng. messenger ribonucleic acid; 

mRNA) i proteina za TNF (eng. Tumor necrosis factor), sniženja mRNA/proteina za COX-

2 (eng. Cyclooxygenase-2), sniženja proteina E-kadherina te porast proteina vimentina i 

α-SMA (eng. alpha Smooth muscle actin). Nadalje, utvrđene su morfološke promjene 

stanica, u vidu epitelno-mezenhimalne tranzicije, odnosno promjene oblika stanice iz 

okruglastog u vretenasti oblik, te porast ekspresije unutarstaničnog i izvanstaničnog 

kolagen 3 proteina (Schulz i sur., 2018.). Navedeni podatci ukazuju da učinci kombinacije 

mikotoksina (OTA+CIT) nisu jasni i jednoznačni, što upućuje na potrebu provedbe daljnjih 

istraživanja združenih učinaka mikotoksina s ciljem potpunijeg razumijevanja 

etiopatogeneze nefropatija nastalih kao posljedica izloženosti mikotoksinima.  

2.3 Resveratrol 

Prema nomenklaturi IUPAC, RSV je: 5-[(E)-2-(4-hydroxyphenyl)ethenyl]benzene-

1,3-diol (C14H12O3) (slika 3) (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Resveratrol). 

RSV je polifenol koji pripada skupini stilbenoida (3,4′,5-trihidroksi-trans-stilben), prvi put 

je izoliran iz čemerike Veratrum grandiflorum 1940. god., a kasnije je pronađen u više od 

70 biljnih vrsta od kojih je najveća koncentracija pronađena u biljci japanski dvornik 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Resveratrol
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(Polygonum cuspidatum) (Salehi i sur., 2018.). Utvrđeno je da oštećeni i ultraljubičastim 

zrakama izloženi dijelovi biljaka stvaraju RSV u visokim koncentracijama te da spojevi 

poput stilbena biljkama pružaju određeni stupanj mikrobiološke zaštite (Langcake i 

McCarthy, 1979.; Bavaresco i sur., 1997.).  

 

Slika 3. Kemijska struktura resveratrola, preuzeto s PubChem  

  (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Resveratrol/) 

 

Unazad tridesetak godina, interes istraživača usmjeren ka istraživanju RSV je 

porastao uslijed njegova farmakološkog potencijala, posebice nakon što je njegova 

prisutnost utvrđena u vinovoj lozi (Vitis vinifera), odnosno grožđu i crnom vinu (Siemann 

i Creasy, 1992.; Salehi i sur., 2018). Takozvani „Francuski paradoks“, opažanje koje 

karakterizira niska stopa oboljenja i smrtnosti stanovnika juga Francuske od srčanih i 

krvožilnih bolesti, unatoč prehrani bogatoj zasićenim mastima, povezuje se sa 

svakodnevnom konzumacijom crnog vina (dvije-tri čaše) bogatog RSV (koncentracije od 

0,1–14,3 mg/L) (Constant, 1997.). Stoga se brojnim in vitro i in vivo studijama nastoji 

procijeniti blagotvorni učinak RSV u različitim patofiziološkim procesima u stanicama 

sisavaca. Iako se RSV u prirodi pojavljuje kao cis i trans izomer, u većini provedenih 

studija korišten je trans-RSV uslijed nestabilnosti molekule cis-RSV; cis-izomerizacija 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Resveratrol/
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javlja se kao posljedica izloženosti trans-RSV umjetnom ultraljubičastom ili dnevnom 

svjetlu (Ribeiro i sur., 1999.). I u ovom doktorskom radu istraživan je učinak trans-RSV, 

pa će se u daljnjem tekstu skraćenica RSV odnositi na trans-izomer osim ako nije 

drugačije navedeno.  Istraživanjima je utvrđena sposobnost RSV da inhibira peroksidaciju 

lipida stanične membrane, snižava koncentraciju lipoproteina niske gustoće i inhibira 

agregaciju trombocita (Kimura i sur., 1985.; Frankel i sur., 1993.; Fauconneau i sur., 

1997.). Također, utvrđeno je da RSV iskazuje kemoprotektivni učinak i inducira apoptozu 

kod leukemije i karcinoma mliječne žlijezde (Jang i sur., 1997.; Mgbonyebi i sur., 1998.; 

Lu i Serrero, 1999.). Kimura i sur. (1985) utvrdili su da RSV inhibicijom ciklo-oksigenaze-

1 i hidroksiperoksidaze iskazuje protuupalna svojstva. Unatoč brojnim opisanim 

pozitivnim biološkim učincima, primjena RSV ograničena je uslijed njegove niske topivosti 

i stabilnosti, visokog stupnja metaboličke konverzije te niske biodostupnosti (Amri i sur., 

2012.; Gescher i Steward, 2003.). Bertelli i sur. (1996) utvrdili su značajne koncentracije 

RSV u plazmi i ostalim tkivima štakora pri kratkotrajnoj i dugotrajnijoj izloženosti crnom 

vinu sa poznatom koncentracijom RSV (6,5 mgL-1); utvrđeno je da se RSV brzo apsorbira 

i doseže vršnu koncentraciju nakon otprilike 60 min po administraciji. Intragastričnom 

aplikacijom 3H-RSV u štakora, Soleas i sur. (2001) utvrdili su slabi pad razine 

radioaktivnosti u serumu sugerirajući time postojanje različitih metabolita RSV. 

Istraživanja apsorpcije i metabolizma RSV na izoliranim tankim crijevima štakora, 

pokazala su da se RSV prilikom prelaska iz crijeva u krv dijelom apsorbira u formi 

glukuronida (Andlauer i sur., 2000.; Kuhnle i sur., 2000.). Nedugo potom, Marier i sur. 

(2002) potvrđuju ulogu crijeva u presistemskoj glukuronidaciji, značaj enterohepatičke 

recirkulacije konjugata RSV i farmakološke aktivnosti tih konjugata. U Wistar štakora 

izloženih različitim koncentracijama RSV u hrani (doza: 50-300 mg/kg tj.m./dan) tijekom 

8 tjedana, utvrđena je metabolička konverzija RSV, tj. prisutnost različitih metabolita RSV 

(RSV-3-sulfat, RSV-49-sulfat, RSV-3,5-disulfat, RSV-3,49-disulfat, RSV-3,49,5-trisulfat, 

RSV-3-O-b-D-glukuronid i RSV-aglikon). U štakora tretiranih najnižom dozom RSV (50 

mg/kg tj.m./dan), utvrđen je porast ukupne antioksidativne aktivnosti (19 %) te izostanak 

kemopreventivnog učinka za enzime faze 1 i faze 2 biotransformacije (Wenzel i sur., 

2005.). Između ostalog, utvrđeno je da RSV u visokim dozama iskazuje nefrotoksičan 

učinak u bubrezima štakora izloženih dozama RSV od 300, 1000 i 3000 mg/kg tj.m./dan 
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tijekom 4 tjedna; spomenutim istraživanjem utvrđena je NOAEL doza za štakore od 300 

mg/kg tj.m./dan (Crowell, 2004.).  

 

2.4 Obitelj membranskih prijenosnika otopljenih tvari 22 

Primarna uloga bubrega, uz održavanje tjelesne homeostaze, jest učinkovito 

uklanjanje suvišnih produkata metabolizma i ksenobiotika iz cirkulacije, ograničavajući 

time izloženost organizma štetnim učincima različitih toksičnih i potencijalno toksičnih 

spojeva neovisno o njihovu podrijetlu. Izlučivanje suvišnih endogenih i egzogenih spojeva 

putem bubrega, u prvom redu podrazumijeva funkcije glomerularne filtracije i sekrecije 

koja se odvija u odgovarajućim kanalićima nefrona razmještenim u specifičnim zonama 

bubrega (slika 4.). Spojevi molekularne mase 50-65 kDa uspješno prolaze glomerularno 

sito pri formiranju primarnog urina, dok se veći i/ili nabijeni spojevi uklanjaju sekrecijom 

posredovanom specifičnim membranskim prijenosnicima (Koepsell i Endou, 2004.; Brater 

i Hall, 2008.; Nigam, 2018.) smještenim u epitelnim stanicama zavijenih PK (odsječci S1 

i S2) u bubrežnoj kori i ravnih PK (odsječci S3) u vanjskom tračku vanjske srži bubrega 

(slika 4). U bubrezima sisavaca pronađeni su membranski prijenosnici koji pripadaju 

različitim obiteljima unutar glavne obitelji prijenosnika MFS (eng. Major facilitator 

superfamily) (Koepsell i Endou, 2004.; Wright i Dantzler, 2004.). 
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Slika 4. Shematski prikaz poprečnog presjeka bubrega. Osnovne građevne jedinice 
bubrega su nefroni. Prikazana su dva nefrona: jukstamedularni (lijevo) i kortikalni (desno). 
Nefroni formiraju glavne zone bubrega uključujući koru i srž. Srž bubrega dijeli se na 
vanjsku i unutarnju srž (papila), a u vanjskoj srži dodatno razlikujemo vanjski i unutarnji 
tračak. Odsječci nefrona označeni su brojevima: 1 – glomeruli, 2 – zavijeni proksimalni 
kanalići (odsječci S1 i S2), 3 – ravni proksimalni kanalići (odsječci S3), 4 – tanki silazni 
kraci Henleove petlje, 5 – tanki uzlazni kraci Henleove petlje, 6 – debeli uzlazni kraci 
Henleove petlje, 7 – gusta pjega,  8 – zavijeni distalni kanalići, 9 – vezni kanalići, 10 – 
sabirni kanalići kore, 11 -  sabirni kanalići vanjske srži, 12 – sabirni kanalići unutarnje srži. 
Preuzeto i modificirano prema Kriz i sur. (1988.). 
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Jedna od njih jest obitelj SLC22/Slc22 koju sačinjava više od 20 različitih članova 

eksprimiranih u bubrezima, jetri, crijevima i ostalim tkivima sisavaca, a koji su svrstani u 

nekoliko podobitelji kao što su a) prijenosnici za OA (Oat), b) prijenosnici koji sliče Oat-

ovima (eng. OAT-like), c) prijenosnici koji pokazuju povezanost s Oat-ovima (eng. OAT-

related), d) prijenosnici za organske katione (OK), tzv. Oct (eng. Organic cation 

transporter), e) prijenosnici za organske katione/karnitin, tzv. Octn (eng. Organic 

cation/carnitine transporter) i f) prijenosnici koji pokazuju povezanost s Oct/Octn-ovima 

(eng. OCT/OCTN-related) (Nigam, 2018). Navedeni prijenosnici prema predloženoj 

topologiji formiraju 12 transmembranskih domena (TMD) i jednu veliku izvanstaničnu 

petlju između TMD1 i TMD2 na kojoj se nalazi 3-6 glikozilacijskih mjesta, dok se 

fosforilacijska mjesta nalaze na velikoj unutarstaničnoj petlji između TMD6 i TMD7 (slika 

5) (Koepsell i Endou, 2004.; Mor i sur. 2018.).  

 

 

Slika 5. Shematski prikaz sekundarne strukture proteina SLC obitelji. Članovi SLC 
obitelji su integralni membranski proteini koji se sastoje od 12 transmembranskih domena 
s NH2- i COOH-krajevima smještenim u citoplazmi stanice. Sadrže 6 izvanstaničnih petlji 
od kojih prva posjeduje nekoliko glikozilacijskih mjesta (G) i 5 unutarstaničnih petlji od 
kojih treća posjeduje nekoliko fosforilacijskih mjesta (P). Preuzeto i prilagođeno prema 
Mor i sur. (2018). 
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Mnogobrojni endogeni i egzogeni spojevi koji se trebaju izlučiti bubrezima, 

uključujući i mikotoksine, mogu biti negativno nabijeni OA, pozitivno nabijeni OK ili pak 

dvojni ioni, tzv. dipoli (njem. Zwitterion). Prvi korak u procesu sekrecije tih iona (OA, OK i 

dipola) je njihov prijenos iz krvi peritubularnih kapilara u epitelnu stanicu PK. Po unosu u 

stanice, ti spojevi bit će izlučeni u lumen/ultrafiltrat PK posredstvom specifičnih 

prijenosnika zastupljenih u ČM, ili će se posredstvom prijenosnika zastupljenih u BLM  

ponovo reapsorbirati u krvotok. Spojevi izlučeni i prisutni u ultrafiltratu PK, nadalje mogu 

biti ponovo reapsorbirani ili će se izlučiti iz tijela putem urina. Ovisno o fizikalno-kemijskim 

svojstvima, reaktivnosti i sklonosti tih spojeva za vezivanjem na unutarstanične strukture, 

oni se mogu zadržati i unutar stanice. Promjene u stopi i opsegu unosa različitih spojeva 

u stanice, nasuprot njihovu izlučenju, mogu utjecati na netto koncentraciju tih spojeva i 

proces stvaranja metabolita neovisno radi li se o endogenim spojevima ili ksenobioticima 

(George i sur., 2017). Dosadašnjim istraživanjima utvrđeno je da prijenosnici 

SLC/22Slc22 obitelji reguliraju ključne metaboličke puteve i razine signalnih molekula 

(npr. produkte crijevnog mikrobioma, žučne kiseline, intermedijarne produkte Krebsova 

ciklusa, prehrambene flavonoide i druge nutrijente, prostaglandine, vitamine, masne 

kiseline, urate), te razine toksina prisutnih uslijed same izloženosti toksičnim spojevima, 

ili onih nastalih kao posljedica određenih bolesti. 

Polarizirane epitelne stanice PK bubrega sadrže nekoliko prijenosnika iz SLC/Slc 

obitelji koji su smješteni u BLM PK i posreduju unos spojeva u stanice, uključujući Oat, 

Oct, Octn i polipeptid Oatp (eng. organic anion transporting polypeptide). Nasuprot unosu, 

izlučivanje spojeva iz epitelnih stanica PK odvija se posredstvom prijenosnika pripadnika 

Abc i Slc obitelji, smještenih u ČM PK; predstavnici Abc obitelji su Mdr1 (eng. Multidrug 

resistance protein 1/AbcB1), Mrp2, 4 (eng. Multidrug resistance-associated protein 2, 

4/AbcC2, 4) i Bcrp (eng. Breast cancer resistance protein/AbcG2), dok su predstavnici 

Slc obitelji Mate1, 2-K, (eng. Multidrug and toxin extrusion 1, 2-/SLC47A1,2) (George i 

sur., 2017.). Suvremena biološka znanost, članove SLC/Slc i ABC/Abc obitelji smatra 

ključnim čimbenicima interorganske i stanične komunikacije, koji zajedno sa 

neuroendokrinim i ostalim homeostatskim sustavima reguliraju homeostazu u sisavaca 

(Nigam, 2018.).  
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2.4.1 Prijenosnici organskih aniona smješteni u BLM PK 

2.4.1.1 Prijenosnik organskih aniona Oat1/Slc22a6 

Prvi otkriveni prijenosnik za OA (Oat1/Slc22a6) identificiran je funkcionalnim 

kloniranjem 1997. god. u štakora i iverka, kada je utvrđeno da se radi o ranije 

identificiranom ortologu u miša (Sekine i sur., 1997.; Sweet i sur., 1997.; Wolff i sur., 

1997.). Nedugo potom, izolirani su i ortolozi u zeca, svinje i čovjeka (Reid i sur., 1998., 

Cihlar i sur.,1999.; Hosoyamada i sur., 1999.; Race i sur., 1999.; Bahn i sur., 2002.; Hagos 

i sur., 2002.). U bubrezima štakora, miševa i čovjeka, OAT1/Oat1 je imunofluorescencijski 

lokaliziran u BLM epitelnih stanica PK (odsječci S1, S2 i S3) (Kojima i sur., 2002.; 

Ljubojević i sur., 2004., Breljak i sur., 2013.; Breljak i sur., 2016.), gdje posreduje prijenos 

različitih endogenih i egzogenih OA. Proces prijenosa OA iz peritubularnih prostora u 

unutrašnjost epitelnih stanica PK bubrega, složen je i podrazumijeva spregnutu aktivnost 

nekoliko različitih prijenosnika (slika 6). Naime, ulazak negativno nabijenih spojeva, u 

jednako tako nabijeno unutarstanično okruženje (-70 mV), energetski je nepovoljan 

proces, osobito u slučaju kada spojevi u stanicu ulaze protivno koncentracijskom 

gradijentu. Inicijalna energija za početak prijenosa dolazi od aktivnosti Na/K-ATPaze 

(primarno aktivan prijenos), gdje se uz utrošak ATP iz stanice izbacuju ioni Na+ u zamjenu 

za ione K+, pri čemu elektrokemijski gradijent Na+, usmjeren ka unutrašnjosti stanice, 

djeluje kao sila pokretanja kotransporta Na+ i dikarboksilata (eng. dicarboxylates, DC) 

αlfa-ketoglutarata (α-KG) putem membranskog prijenosnika NaDC3 (eng. Sodium-

coupled high-affinity dicarboxylate transporter) (sekundarno aktivan prijenos), te dovodi 

do nakupljanja α-KG u unutrašnjosti stanice. Nakupljanjem α-KG u stanici stvara se 

njegov koncentracijski gradijent usmjeren ka izvanstaničnom prostoru te se α-KG putem 

DC/OA prijenosnika (tercijarno aktivan prijenos) izlučuje iz stanice, uz istodobni ulazak 

OA u unutrašnjost stanice (Wright i Dantzler, 2004.; Sweet, 2005.). Funkcionalnom 

karakterizacijom Oat1 utvrđena je o dozi ovisna cis-inhibicija i trans-stimulacija unosa 

PAH sa glutaratom (nemetabolizirana zamjena za α-KG), čime je potvrđena njegova 

uloga izmjenjivača DC/OA na bazolateralnoj domeni epitelnih stanica PK (Pritchard, 

1988.). Sweet i sur. (1997) kasnijim istraživanjem potvrđuju ulogu Oat1 kao izmjenjivača 

DC/OA, pokusom pri kojem je depolarizacija stanične membrane umanjila opseg 
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olakšane difuzije spojeva na apikalnoj domeni stanice, ali uz izostanak sličnog učinka na 

prijenos OA putem Oat1 na BLM epitelnih stanica PK bubrega.  

 

Slika 6. Shematski prikaz aktivnog prijenosa organskih aniona u bubrezima. 
Prijenos organskih aniona (OA) iz cirkulacije u unutrašnjost stanice posredovan je 
spregom različitih prijenosnika u bazolateralnoj membrani epitelnih stanica PK. Inicijalna 
energija za početak prijenosa potječe od aktivnosti Na/K-ATPaze (primarno aktivan 
prijenos), gdje se uz utrošak ATP iz stanice izbacuju ioni Na+ u zamjenu za ione K+, pri 
čemu elektrokemijski gradijent Na+, usmjeren ka unutrašnjosti stanice, djeluje kao sila 
pokretanja kotransporta iona Na+ i dikarboksilata (DC) αfa-ketoglutarata (α-KG) putem 
prijenosnika NaDC3 (eng. Sodium-coupled high-affinity dicarboxylate transporter) 
(sekundarno aktivan prijenos). Nakupljanjem α-KG u stanici, stvara se njegov 
koncentracijski gradijent usmjeren ka izvanstaničnom prostoru te se α-KG putem DC/OA 
prijenosnika (tercijarno aktivan prijenos) izlučuje iz stanice, uz istodobni ulazak OA u 
unutrašnjost stanice. Preuzeto i prilagođeno prema Sweet (2005). 
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Po ulasku u stanicu, OA se mogu vezati na različite stanične strukture, čega 

posljedica može biti nefrotoksičnost uslijed nakupljanja visokih razina toksičnih spojeva, 

njihove bioaktivacije i stvaranja toksičnih metabolita (Miller i sur., 1993). Mnogobrojne 

funkcionalne studije, pokazale su da membranski prijenosnik OAT1/Oat1 međudjeluje sa 

više od 100 različitih supstrata koji imaju formu OA uključujući: a) endogene spojeve 

(dikarboksilati, vitamini, ciklički nukleotidi, prostaglandini i urat i dr.), b) ksenobiotike 

različitog podrijetla poput lijekova i njihovih metabolita (antibiotici, nesteroidni protuupalni 

lijekovi, diuretici, antineoplastici i dr.) i c) razne spojeve iz okoliša (pesticidi, industrijska 

otapala, teški metali i mikotoksini) (Sekine i sur., 2000.; Sekine i sur., 2006.). Nadalje, 

utvrđeno je da, regulirajući unos i promet OA na BLM stanice, Oat1 posredno sudjeluje i 

u regulaciji sekrecije/reapsorpcije OA iz unutrašnjosti stanice u lumen PK i obrnuto 

(Koepsell i Endou, 2004.). 

2.4.1.2 Prijenosnik organskih aniona Oat3/Slc22a8 

Prijenosnik OAT3/Oat3 je po prvi puta kloniran iz mozga štakora (Kusuhara i sur., 

1999.), a potom iz bubrega različitih vrsta sisavaca uključujući miša, štakora, zeca, svinju, 

majmuna i čovjeka (Kusuhara i sur., 1999.; Cha i sur., 2001.; Sweet i sur., 2002.; Zhang 

i sur., 2004., Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.). Osim u bubrezima, ekspresija 

mRNA za Oat3 utvrđena je u jetri i koroidnom pleksusu miševa i štakora (Buist i sur., 

2002.; Kobayashi i sur., 2002a.; Sweet i sur., 2002.). Imunofluorescencijskom analizom 

OAT3/Oat3 je lokaliziran u BLM epitelnih stanica PK (odsječci S1, S2 i S3) u bubrezima 

miševa, štakora i čovjeka (Kojima i sur., 2002., Ljubojević i sur., 2004., Breljak i sur., 

2013.; Breljak i sur., 2016.), gdje posreduje prijenos visokog afiniteta za estron sulfat, DC, 

OTA, PAH, razne lijekove pa čak i kationski lijek cimetidin (Sekine i sur., 2006.). Poput 

proteina OAT1/Oat1, prijenosnik OAT3/Oat3 ima ulogu izmjenjivača DC/OA te dijeli 

zajedničke supstrate s OAT1/Oat1 (Sweet i sur., 2002.; Sweet i sur., 2003.; Sweet, 

2005.). Također, za oba navedena prijenosnika, smještena u BLM PK bubrega, utvrđene 

su spolne razlike u njihovoj ekspresiji kod spolno zrelih štakora i miševa pri čemu je 

ekspresija Oat1 i Oat3 u mužjaka izraženija u odnosu na ženke, dok u ljudi ekspresija 

proteina OAT1 i OAT3 nije ovisna o spolu (Ljubojević i sur., 2004.; Breljak i sur., 2013., 

Breljak i sur., 2016.). 
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2.4.2 Prijenosnici organskih aniona smješteni u ČM PK 

2.4.2.1 Prijenosnik organskih aniona Oat2/Slc22a7 

Član Slc obitelji, Oat2, prvotno je izoliran iz jetre štakora kao novi prijenosnik 

specifičan za jetru (eng. Novel liver-specific transporter, NLT), pri čemu nisu opisane 

njegove funkcionalne karakteristike (Simonson i sur., 1994.). Nekoliko godina kasnije, 

Sekine i sur. (1998), analizom homologije slijeda aminokiselina utvrdili su da se radi o 

članu Oat podobitelji koji posreduje prijenos OA, te ga nazivaju Oat2/Slc22a7. Ekspresija 

mRNA za OAT2/Oat2 utvrđena je u bubrezima i jetri miševa, štakora i čovjeka te u 

koroidnom pleksusu miševa i štakora (Sekine i sur., 1998.; Sun i sur., 2001.; Buist i sur., 

2002.; Enomoto i sur., 2002.; Kobayashi i sur., 2002a,b; Sweet i sur., 2002.). U bubrezima 

miševa i štakora, protein Oat2 je imunofluorescencijski lokaliziran u ČM ravnih PK (S3 

odsječci) (Ljubojević i sur., 2007.), dok je u bubrezima čovjeka protein OAT2 lokaliziran 

u BLM PK (Enomoto i sur. 2002b.; Breljak i sur. 2016.). Također, uočene su spolne razlike 

u ekspresiji mRNA/proteina Oat2 u bubrezima i jetri pokusnih životinja. Tako je u miševa 

ekspresija mRNA za Oat2 opažena u jetri isključivo ženki, iako niža od one u bubregu 

(Kobayashi i sur., 2002b.), dok je u štakora bubrežna ekspresija Oat2 na razini mRNA i 

proteina utvrđena u oba spola, pri čemu je ekspresija izraženija u ženskih jedinki (Buist i 

sur., 2002.; Kobayashi i sur., 2002a.; Ljubojević i sur., 2007). Za razliku od miševa i 

štakora, ekspresija proteina OAT2 u bubrezima ljudi nije ovisna o spolu (Breljak i sur. 

2016.). Funkcionalnom karakterizacijom prijenosa OA u miša i štakora, utvrđeno je da 

prijenos OA posredstvom Oat2 nije o Na+ ovisan, te da trans-stimulacija dikarboksilatima 

nema učinka, pa je jednoznačno zaključeno da Oat2 posreduje olakšanu difuziju OA u 

lumen kanalića na apikalnoj domeni epitelnih stanica PK (Sekine i sur., 1998.; Kobayashi 

i sur., 2002b.).  

2.4.2.2  Prijenosnik organskih aniona Oat5/Slc22a19 

Ekspresija mRNA za Oat5 utvrđena je Northern analizom u bubrezima miševa i 

štakora dok ortolog OAT5 u ljudi nije detektiran (Youngblood i Sweet, 2004.).  U miševa 

i štakora, imunohistokemijskom analizom lokalizacija proteina Oat5 utvrđena je u ČM 

ravnih PK (S3 odsječci), u vanjskom tračku vanjske srži bubrega (Anzai i sur., 2005.; 

Breljak i sur., 2010.). Pri funkcionalnoj karakterizaciji utvrđeno je da prijenos OA 
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posredovan Oat5 ne pokazuje osjetljivost na cis-inhibiciju dikarboksilatima i trans-

stimulaciju glutaratom, sugerirajući time drugačije mehanizme prijenosa od onih utvrđenih 

kod DC/OA prijenosnika Oat1 i Oat3 (Youngblood i Sweet, 2004.; Anzai i sur., 2005.). 

Također, utvrđeno je da Oat5 eksprimiran u oocitama žabe X. laevis podržava unos i 

nakupljanje OTA (Youngblood i Sweet, 2004.). Također, pokazano je da depolarizacija 

stanične membrane nema učinka na prijenos OA putem prijenosnika Oat5 te da se 

prijenos ne odvija olakšanom difuzijom (Youngblood i Sweet, 2004.).  
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1 MATERIJALI 

 

3.1.1 Pokusne životinje 

Istraživanja su provedena na spolno zrelim štakorima (Rattus norvegicus, soj WistarHan) 

muškog spola, starosne dobi 3 mjeseca i prosječne tj.m. 250 g ± 10 %, uzgojenim u 

Jedinici za laboratorijske životinje Instituta za medicinska istraživanja i medicinu rada 

(Zagreb, Hrvatska).  

 

3.1.2 Puferi, otopine i kemikalije 

3.1.2.1 Mikotoksini i resveratrol  

 Okratoksin A (Sigma, USA) 

 Citrinin  (Sigma, USA) 

 Resveratrol (Sigma, USA) 

 

3.1.2.2 Anestezija 

 Narketan (Chassot AG, Švicarska) 

 Xylapan (Chassot AG, Švicarska) 

 

3.1.2.3 Izdvajanje ukupnih staničnih membrana 

 Homogenizirajući pufer za izdvajanje ukupnih staničnih membrana; pH 7,4: 

o 300 mM manitol (Sigma, SAD) 

o 5 mM EGTA (Sigma, SAD) 

o 12 mM Tris-HCl (Sigma, SAD) 

o PMSF (eng. Phenylmethylsulfonyl Fluoride – fenil-metil-sulfonil fluoride); 

200 mM otopina u etanolu (Sigma, SAD) 

o Tablete inhibitora proteaza (smjesa: AEBSF + EDTA + bestatin + E-64 + 

leupeptin + aprotinin) (Sigma, SAD) 
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3.1.2.4 Spektrofotometrijsko mjerenje koncentracije proteina  

 Boja Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, Njemačka) 

 Protein BSA (eng. Bovine Serum Albumin – albumin goveđeg seruma) (Sigma, 

SAD) 

 98-100 % mravlja kiselina (Kemika, Hrvatska) 

 

3.1.2.5 Elektroforeza proteina i western analiza 

 Pufer za pripremanje uzoraka membranskih frakcija (Laemmli pufer): 

o 0,5 M Tris-HCl; pH 6,8 (22% v/v) (Sigma, SAD) 

o 30 % SDS (12% v/v) (Sigma, SAD) 

o 80 % glicerol (54% v/v) (Merck, Njemačka) 

o Zasićena otopina bromfenol modrila (12% v/v) (BioRad, SAD) 

 Otopina akrilamida/bisakrilamida: 

o 30 g akrilamida (Fisher Scientific, SAD) 

o 0,8 g bis-akrilamid (Fisher Scientific, SAD) 

o 100 mL deH2O 

 APS (eng. Ammonium persulfate – amonijev persulfat): 14 % otopina u deH2O 

(BioRad, SAD) 

 Pufer za pripremu 10 % gela za razdvajanje (donji pufer): 0,5 M Tris-HCl; pH 8,9 

 Pufer za pripremu 4 % gela za sabijanje (gornji pufer): 1,5 M Tris-HCl; pH 6,8 

 SDS (eng. Sodium Dodecyl Sulfate – natrij dodecilsulfat); 10 % otopina u deH2O 

(Sigma, SAD) 

 TEMED (N,N,Nꞌ,Nꞌ-Tetrametil-etan-1,2-diamin) (Sigma, SAD) 

 Izopropanol (Kemika, Hrvatska) 

 Pufer za elektroforezu proteina: 

o 25 mM Tris (Sigma, SAD) 

o 0,2 M glicin (Sigma, SAD) 

o 1 % SDS (Sigma, SAD) 

 Metanol (Kemika, Hrvatska) 

 Pufer za prijenos proteina: 

o 15,6 mM Tris; pH 8,3 (Sigma, SAD) 
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o 120 mM glicin (Sigma, SAD) 

o 20 % metanol (Kemika, Hrvatska) 

 Otopina za odbojavanje (metanol : octena kiselina : deH2O u omjeru 5:1:4) 

 Otopina za bojanje proteina: 0,2 % Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva, 

Njemačka) u otopini za odbojavanje 

 Pufer za blokiranje; pH 7,4: 

o 5 % nemasno mlijeko u prahu (različiti proizvođači) 

o 150 mM NaCl (Kemika, Hrvatska) 

o 1 % Triton-X-100 (Merck, Njemačka) 

o 20 mM Tris-HCl (Sigma, SAD) 

o 0,02 % NaNO3 (Fisher Scientific, SAD) 

 BCIP (eng. 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate – 5-bromo-4-kloro-3ꞌ- 

indolilfosfat p-toluidinska sol) (Sigma, SAD) 

 NBT (eng. Nitro Blue Tetrazolium chloride – nitro-plavi tetrazolijski klorid) (Sigma,  

SAD) 

 Tris pufer: 20 mM (HOCH2)3CNH2 u deH2O; pH 9 (Sigma, SAD) 

 Najlonska membrana: Immobilon PVDF (eng. Polyvinylidene fluoride - poliviniliden 

fluorid); 0,45 µm (Milipore, SAD) 

 Proteinski biljeg (eng.  Molecular Weight Markers, MWM: PageRuler™ Unstained 

Protein Ladder (Thermo Scientific, SAD)  

 

3.1.2.6 Rezanje tkiva kriomikrotomom 

 Saharoza: 30 % otopina u fosfatnom puferu PBS (Fisher Scientific, SAD) 

 Polimerni medij za uklapanje: Compound 4583 O.C.T. (Vector Labs, SAD) 

 Predmetna stakalca Superfrost/Plus (Fisher Scientific, SAD) 

 

3.1.2.7 Imunofluorescencijska analiza 

 PBS (eng. Phosphate-Buffered Saline – fosfatni pufer); pH 7,4: 

o 140 mM NaCl (Kemika, Hrvatska) 

o 4 mM KCl (Kemika, Hrvatska) 

o 8 mM K2HPO4 (Kemika, Hrvatska) 
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o 2 mM KH2PO4 (Kemika, Hrvatska) 

 HS-PBS (eng. High Salt-PBS): 

o PBS 

o 1,8 % (g/v) NaCl (Kemika, Hrvatska) 

 SDS: 1 % otopina u deH2O (Sigma, SAD) 

 NaN3 (natrijev azid) (Fisher Scientific, SAD) 

 Paraformaldehid: 4 % otopina u PBS puferu (Sigma, SAD) 

 Ksilol (Kemika, Hrvatska) 

 Etanol: 96 %, 75 % i 60 % otopina u deH2O (Kemika, Hrvatska) 

 Citratni pufer: 10 mM limunska kiselina/Tris; pH 3, pH 6 i pH 8 (Sigma, SAD) 

 Triton-X-100: 0,1 %; 0,5 % i 2 % otopina u puferu PBS (Merck, Njemačka) 

 BSA: 1 % otopina u puferu PBS (Sigma, SAD) 

 Otopina za očuvanje fluorescencije: Vectashield (Vector Laboratories, SAD)  

 Protutijela za western i imunofluorescencijsku analizu: 

 

o Primarna protutijela: 

Za detekciju proteina rOat u bubrezima štakora rabljena su specifična poliklonska kunićja 

protutijela čija je proizvodnja i karakterizacija detaljno opisano u prethodnim 

istraživanjima (Oat-Ab; tablica 1), a za detekciju housekeeping proteina u bubrezima 

štakora rabljena su komercijalna mišja monoklonska protutijela (β-aktin-Ab i Na/K-

ATPaza-Ab; tablica 1).  
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Tablica 1. Primarna protutijela (Ab) 

Protutijelo Protein Kataloški broj 

(proizvođač) 

Literatura 

Oat1-Ab rOat1 Nije primjenjivo* Kojima i sur. (2002) 

Ljubojević i sur. (2004)  

Oat2-Ab rOat2 Nije primjenjivo* Kojima i sur. (2002) 

Ljubojević i sur. (2007)  

Oat3-Ab rOat3 Nije primjenjivo* Kojima i sur. (2002) 

Ljubojević i sur. (2004) 

Oat5-Ab rOat5 Nije primjenjivo* Anzai i sur. (2005) 

Breljak i sur. (2010)  

-aktin-Ab rβ-aktin sc-47778 (Santa Cruz 

Biotechnology, SAD) 

Breljak i sur. (2013) 

Breljak i sur. (2016) 

Na/K-ATPaza-Ab α-podjedinica 

Na/K-ATPaze  

sc-48345 (Santa Cruz 

Biotechnology, SAD) 

Breljak i sur. (2016) 

*Dobiveno ljubaznošću dr. N. Anzai, Department of Pharmacology, Chiba University 

Graduate School of Medicina (Chiba, Japan). 

 

 

o Sekundarna protutijela:  

Rabljena su odgovarajuća sekundarna protutijela koja su za potrebe western analize 

konjugirana enzimom alkalnom fosfatazom (AP), a za potrebe imunofluorescencijske 

analize konjugirana su fluorescencijskim bojama uključujući cijanin 3  (CY3) ili 

fluorescein-izotiocijanatom (FITC) (tablica 2). 
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Tablica 2. Sekundarna protutijela  

Protutijelo Karakteristike Kataloški broj 

(proizvođač) 

GAM-AP (eng. Goat Anti Mouse-

Alkaline Phosphatase) 

Kozje Ab protiv mišjeg 

IgG obilježeno s alkalnom 

fosfatazom 

115-055-003 (Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories, SAD) 

GAR-AP (eng. Goat Anti Rabbit-

Alkaline Phosphatase) 

Kozje Ab protiv kunićjeg 

IgG obilježeno s alkalnom 

fosfatazom 

111-055-003 (Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories, SAD) 

GAM-FITC (eng. Goat Anti 

Mouse-Fluorescein 

Isothiocyanate) 

Kozje Ab protiv mišjeg 

IgG obilježeno s 

fluorescein-

izotiocijanatom 

02-18-15 (Kirkegaard 

& Perry Laboratories, 

SAD) 

GAR-CY3 (eng. Goat Anti Rabbit-

CY3) 

Kozje Ab protiv kunićjeg 

IgG obilježeno sa 

cijaninom 3 

111-165-003 (Jackson 

ImmunoResearch 

Laboratories, SAD) 

 

 

3.1.3 Laboratorijska oprema i potrošni materijal 

 Centrifuge:  

o Mikro-centrifuga s hlađenjem: 5417 R (Eppendorf, Njemačka) 

o Centrifuga minispin (Eppendorf, Njemačka) 

o Centrifuga s hlađenjem: Sorvall RC2B, rotor SS-34 (Sorvall Instruments, 

SAD) 

 Spektrofotometar CECIL 9000 (Cambridge, Velika Britanija) 

 Termoblok: Thermomixer Comfort 1,5 mL (Eppendorf , Njemačka) 

 Električni homogenizator (Omni International, Velika Britanija) 

 Sustav za vertikalnu elektroforezu proteina: Mini Protean III Cell (BioRad, SAD) 

 Sustav za prijenos proteina: Mini Trans-Blot Cell (BioRad, SAD) 

 Izvor struje Power Supply: Power Pac Basic (BioRad, SAD) 
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 Kriomikrotom: Leica CM 1580 (Leica Instruments, Njemačka) 

 Fluorescencijski mikroskop: OPTON III RS (Opton Feintechnik, Njemačka) 

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

 Automatske pipete s promjenjivim volumenom (0,1-2,5 µL; 0,5-10 µL; 2-20 µL; 20-

200 µL i 100-1000 µL) (Eppendorf, Njemačka) 

 Hamilton šprice s promjenjivim volumenom (1-10 µL, 1-25 µL i 1-50 µL) (Hamilton, 

SAD) 

 Kivete za spektrofotometar (Sarstedt, Njemačka) 

 Digestor 

 Tehnička vaga  

 Analitička vaga 

 Vibracijska miješalica: Genie 2 Vortex (Fisher Scientific, SAD) 

 Zibalica: Rocking Shaker 35 (Labnet, Finska) 

 Zibalica: Big Bill Digital Orbital Shaker (Marshall Scientific, SAD) 

 Mikrovalna pećnica Moulinex compact 

 Hladnjaci (4°C) i zamrzivači (-20°C i -80°C) (različiti proizvođači) 

 Skener: Canon 5600F 

 Računalo: Dell 

 Mikrotubice (1,5 mL i 2 mL) (Eppendorf, Njemačka) 

 Nastavci za pipete (10, 20, 100, 200, 1000 µL) (Eppendorf, Njemačka) 

 Polipropilenske tubice s čepom (5, 15 i 50 mL) (Falcon, Njemačka)  

 

3.1.4 Računalni programi 

 Adobe Photoshop 6.0 (http://www.adobe.com) 

 ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/) 

 STATISTICA 12 (StatSoft, SAD) 
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3.2 METODE 

3.2.1 Uzgoj pokusnih životinja 

Štakori soja WistarHan uzgojeni su u standardiziranim mikroklimatskim uvjetima 

(ciklus svjetla i tame 12 h/12 h, temperatura zraka 20 - 24 oC, relativna vlažnost zraka 50-

70%, uz slobodan pristup hrani i vodi) sukladno smjernicama i preporukama Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals: Eighth Edition (National Research Council, 

2011). Pokusni postupci na životinjama odobreni su od Etičkog povjerenstva Instituta za 

medicinska istraživanja i medicinu rada u Zagrebu (br. 100-21/14-7 of 11-06-2014) i 

Uprave za veterinarstvo Ministarstva poljoprivrede, šumarstva i vodnoga gospodarstva 

RH (br. 525-10/0255-15-4 of 08-09-2015) prigodom odobravanja provedbe znanstvenog 

projekta ''Štetni učinci pojedinačnih i kombiniranih mikotoksina Aspergillus vrsta“- 

MycotoxA (HrZZ: IP-09-2014-5982; voditeljica: prof. dr. sc. Maja Šegvić Klarić). 

 

3.2.2 Tretman pokusnih životinja  

Ukupno 40 životinja razvrstano je u 8 pokusnih skupina (n = 5 životinja/skupini) 

kojima su ispitivani spojevi aplicirani per os, intragastričnom sondom svakodnevno 

tijekom 21 dana zasebno ili u kombinaciji kako slijedi:   

1. voda 

2. otapalo (51 mM NaHCO3) 

3. OTA (0,125 mg kg-1 tj.m.) 

4. OTA (0,250 mg kg-1 tj.m.) 

5. CTN (20 mg kg-1 tj.m.) 

6. OTA (0,125 mg kg-1 tj.m.) + CTN (2 mg kg-1 tj.m.)  

7. OTA (0,250 mg kg-1 tj.m.) + CTN (2 mg kg-1 tj.m.)  

8. OTA (0,250 mg kg-1 tj.m.) + CTN (2 mg kg-1 tj.m.) + RSV (20 mg kg-1 tj.m.)  

 

Mikotoksini (OTA i CIT) su otopljeni u otapalu 51 mM NaHCO3, a RSV u etanolu 

(5 % EtOH). Životinje su po završetku tretmana usmrćene iskrvarenjem presijecanjem 

vratnih krvnih žila (a.carotis, v.jugularis)  u općoj anesteziji induciranoj kombinacijom 

anestetika: Narketan (80 mg kg-1 tj.m., i.p.) + Xylapan (12 mg kg-1 tj.m., i.p.).  
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3.2.3 Određivanje ekspresije proteina  

3.2.3.1 Izdvajanje ukupnih staničnih membrana 

Ukupne stanične membrane (eng. Total Cell Membrane, USM), izdvojene su iz 

tkiva bubrega metodom diferencijalnog centrifugiranja. Neposredno nakon usmrćivanja 

životinja, uzorkovano je tkivo bubrega koje je isprano u hladnom puferu PBS te uronjeno 

u hladni homogenizirajući pufer kojemu su prema uputama proizvođača dodani PMSF 

(Sigma, SAD) i tablete inhibitora proteaza (Sigma, SAD). Potom su uzorci tkiva 

homogenizirani električnim homogenizatorom (Omni International, Velika Britanija ) pri 

maksimalnoj brzini (1 min homogenizacije, 2 min pauza, 1 min homogenizacije) na ledu 

(4 °C). Dobiveni 10 % homogenati su zatim centrifugirani na 5000 x g tijekom 15 min pri 

4 °C u centrifugi s hlađenjem Sorvall RC2B (Sorvall Instruments, SAD). Nastali talog je 

bačen, a supernatant nadalje centrifugiran (47800 x g/60 min/4 °C) upotrebom iste 

centrifuge. Dobiveni talozi s membranskim frakcijama otopljeni su u 100-200 µL 

homogenizirajućeg pufera koji je razrijeđen s deH2O u omjeru 1:1 te pohranjeni pri -20 °C 

do daljnje upotrebe. 

 

3.2.3.2 Određivanje koncentracije proteina i priprema uzoraka za  

western analizu 

Koncentracija proteina u uzorcima USM izmjerena je spekrofotometerijski 

upotrebom spektrofotometra CECIL 9000 (Cambridge, Velika Britanija) na 595 nm 

(Bradford, 1976.) Baždarni pravac (odnos OD i koncentracije proteina) dobiven je 

mjerenjem OD uzoraka serijskih razrjeđenja proteina BSA poznate koncentracije u 

rasponu od 0,2 do 1,2 mg/mL, a mjerenje uzoraka USM provedeno je u linearnom dijelu 

baždarnog pravca. Tijekom mjerenja rabljena je slijepa proba koja je sadržavala sve 

sastojke (za pripremu uzoraka za western analizu) osim membranskih frakcija bubrežnog 

tkiva. Na temelju baždarnog pravca i izmjerene OD određene su koncentracije proteina 

u uzorcima USM. Uzorci USM su potom denaturirani u puferu Laemmli pri 65 °C tijekom 

15 min u nereducirajućim uvjetima. Tako pripremljeni uzorci USM pohranjeni su pri -20 

°C do upotrebe. 
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3.2.3.3 Elektroforeza proteina i western analiza 

U uzorcima USM proteini su razdvojeni denaturirajućom elektroforezom proteina 

u poliakrilamidnom gelu (eng. Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis, SDS-PAGE) koja se provodila pri naponu od 100 V u sustavu za 

vertikalnu elektroforezu proteina Mini Protean III Cell (BioRad, SAD) prema uputama 

proizvođača. U tu svrhu pripremljeni su 10 % poliakrilamidni gel za razdvajanje (donji gel) 

i 4 % poliakrilamidni gel za sabijanje (gornji gel) (tablica 3). Elektroforeza je zaustavljena 

nakon što je bromfenol modrilo doseglo dno gela (~2 h). Nakon provedene elektroforeze, 

prijenos razdvojenih proteina iz gela na membranu provodio se u puferu za transfer 

proteina pri stalnom naponu od 100 V tijekom 2 h u sustavu za prijenos proteina Mini 

Trans-Blot Cell (BioRad, SAD). Neposredno prije prijenosa, hidrofobne najlonske 

membrane Immobilon PVDF (Milipore, SAD) isprane su u metanolu (~15 s), te su 

inkubirane u puferu za prijenos (~15 min). Uspješnost prijenosa proteina s gela na 

membranu provjerena je kratkotrajnim (~15 s) bojanjem membrana/gelova u otopini 

Coomassie Brilliant Blue. Nakon toga membrane su isprane u otopini za odbojavanje i 

deH2O te inkubirane u puferu za blokiranje pri sobnoj temperaturi (4 x 10 min).  

 

Tablica 3. Smjesa za pripremu poliakrilamidnih gelova 

  10 % gel za razdvajanje 4 % gel za sabijanje 

Sastojci smjese Volumen Volumen 

Akrilamid/Bisakrilamid 3 mL 0,52 mL 

Tris-HCl 2,25 mL (pH 8,8) 1 mL (pH 6,8) 

10 % SDS 90 µL 40 µL 

deH2O 3,21 mL 2,2 mL 

14% APS 450 µL 240 µL 

TEMED 2,4 µL 1,6 µL 

Ukupni volumen 9 mL 4 mL 

APS, amonijev persulfat; SDS, natrij-dodecil sulfat; TEMED, N,N,Nꞌ,Nꞌ tetrametil-etan 1,2 

diamin; Tris, (tris(hidroksimetil) aminometan). 
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Membrane su potom inkubirane s primarnim Ab (Na/K-ATPaza-Ab, β-aktin-Ab, Oat1-Ab, 

Oat2-Ab, Oat3-Ab ili Oat5-Ab; tablica 1) tijekom 18 h pri 4 °C uz stalno miješanje na 

zibalici Big Bill Digital Orbital Shaker (Marshall Scientific, SAD). Primarna Ab razrijeđena 

su u puferu za blokiranje u razrjeđenju kako slijedi: Na/K-ATPaza-Ab (1:1000), -aktin-

Ab (1:250), Oat1-Ab (1:1000), Oat2-Ab (1:500), Oat3-Ab (1:500) i Oat5-Ab (1:500). 

Potom su membrane isprane u puferu za blokiranje na sobnoj temperaturi (4 x 10 min) te 

inkubirane s odgovarajućim sekundarnim Ab (GAR-AP ili GAM-AP; tablica 2) tijekom 1 h 

na sobnoj temperaturi uz stalno miješanje na zibalici Rocking Shaker 35 (Labnet, Finska). 

Sekundarna Ab razrijeđena su u puferu za blokiranje u razrjeđenju kako slijedi: GAR-AP 

(1:1000) i GAM-AP (1:1000). Nakon inkubacije sa sekundarnim Ab, membrane su isprane 

u puferu za blokiranje (4 x 10 min), puferu PBS (2 x 5 min) i puferu Tris (5 min) uz stalno 

miješanje na zibalici Rocking Shaker 35 (Labnet, Finska) te inkubirane u otopini 

kromogenih supstrata (BCIP + NBT) pri čemu nastaje tamno-ljubičasto obojenje koje 

omogućava vizualizaciju proteinskih pruga. Relativna molekulska masa (eng. relative 

molecular mass, Mr) istraživanih proteina određena je pomoću komercijalnog proteinskog 

biljega poznatih molekulskih masa Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific, SAD). 

Membrane s proteinskim prugama skenirane su skenerom, a intenzitet njihova obojenja 

izmjeren je pomoću računalnog programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/). Izmjerene 

gustoće pojedinih proteinskih pruga (intenzitet obojenja) prikazane su kao relativne 

vrijednosti u odnosu na izmjerenu gustoću najjače pruge (=1) iz odgovarajuće kontrolne 

skupine. 

 

3.2.4 Određivanje stanične lokalizacija proteina  

3.2.4.1  Fiksacija i rezanje tkiva kriomikrotomom 

Nakon usmrćivanja životinja, uzorci bubrežnog tkiva isprani su u hladnom puferu 

PBS i fiksirani u 4 % paraformaldehidu tijekom 24 h pri 4 °C te isprani u puferu PBS (3 x 

20 min) na sobnoj temperaturi. Fiksirani uzorci bubrežnog tkiva pohranjeni su u puferu 

PBS koji je sadržavao 0,02 % NaN3 te skladišteni pri 4 °C do upotrebe. Neposredno prije 

rezanja, inkubirani su u 30 % saharozi tijekom noći te uklopljeni u polimerni medij za 
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uklapanje tkiva Compound 4583 O.C.T. (Vector Labs, SAD) pri -25 °C. Zamrznuti uzorci 

su potom rezani na nareske debljine 4 µm u kriomikrotomu Leica CM 1580 (Leica 

Instruments, Njemačka) pri -25 °C. Dobiveni naresci tkiva lijepljeni su na predmetna 

stakalca Superfrost/Plus (Fisher Scientific, SAD), osušeni na sobnoj temperaturi te 

pohranjeni pri 4 °C do upotrebe. 

3.2.4.2  Imunofluorescencijska analiza i mikroskopija 

U svrhu otkrivanja epitopa za efikasno vezanje primarnih Ab, rabljene su različite 

tehnike otkrivanja antigena (eng. antigen retrieval) koje su uključivale upotrebu alkohola, 

deterdženata i zagrijavanje pri visokim temperaturama u citratnom puferu različitih pH 

(pH 3, pH6, pH 8) (Brzica i sur., 2011). Za svako od primarnih Ab koje je rabljeno u ovom 

istraživanju, optimalni uvjeti otkrivanja antigena uključivali su kuhanje bubrežnih narezaka 

u citratnom puferu pH 6 (mikrovalna pećnica: 4 x 5 min, 800 W), hlađenje tijekom 20 min 

na sobnoj temperaturi, ispiranje u puferu PBS (3 x 5 min), inkubiranje s deterdžentima 

(15 min u 0,5 % Triton-X-100; 30 min u 2 % Triton-X-100) te ispiranje u puferu PBS (5 

min). Nespecifično vezanje protutijela spriječeno je inkubacijom tkivnih preparata s 1 % 

BSA tijekom 30 min na sobnoj temperaturi. Naresci tkiva su zatim inkubirani s primarnim 

Ab (Na/K-ATPaza-Ab, β-aktin-Ab, Oat1-Ab, Oat2-Ab, Oat3-Ab ili Oat5-Ab; tablica 1) 

tijekom ~18 h pri 4°C. Potom su isprani u 0,1 % Triton-X-100 (10 min) i puferu PBS (2 x 

5 min) te inkubirani sa odgovarajućim sekundarnim Ab (GAR-CY3 ili GAM-FITC; tablica 

2) tijekom 1 h na sobnoj temperaturi. Sva primarna i sekundarna Ab razrjeđivana su u 

puferu PBS koji je sadržavao 0,02 % NaN3. Razrjeđenja primarnih protutijela bila su kako 

slijedi: 1:100 (Na/K-ATPaza-Ab), 1:100 (-aktin-Ab), 1:1000 (Oat1-Ab), 1:500 (Oat2-Ab), 

1:250 (Oat3-Ab), 1:250 (Oat5-Ab), a sekundarnih: 1:800 (GAR-CY3) i 1:100 (GAM-FITC). 

Nakon ispiranja u 0,1 % Triton-X-100 (10 min) i puferu PBS (2 x 5 min), tkivni naresci su 

prekriveni otopinom za očuvanje fluorescencije Vectashield (Vector Laboratories, SAD) i 

pokrovnim stakalcem, analizirani fluorescencijskim mikroskopom OPTON III RS (Opton 

Feintechnik, Njemačka) te snimljeni digitalnom kamerom SPOT RT (Diagnostic 

Instruments, SAD) povezanom s mikroskopom.  
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3.2.5 Statistička analiza i prikaz rezultata 

Za statističku analizu podataka rabljeni su Student t-test i ANOVA/Duncan test u 

okviru računalnog programa STATISTICA12 (StatSoft, SAD) pri čemu je razina 

vjerodostojnosti postavljena na p<0,05. Dobiveni rezultati western analize (skenovi) i 

imunofluorescencijske analize (fotografije) obrađeni su računalnim programom Adobe 

Photoshop 6.0. (http://www.adobe.com) u odgovarajuće panele i slike. 
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4. REZULTATI 

4.1 Ispitivanje primarnih protutijela 

Kako bi istražili pojedinačne i združene učinke mikotoksina (OTA i/ili CIT) i 

polifenola RSV na proteinsku ekspresiju i staničnu lokalizaciju membranskih prijenosnika 

za OA i housekeeping proteina u bubrezima štakora, prvotno su ispitana odgovarajuća 

primarna protutijela koja predstavljaju ključan alat za specifičnu detekciju proteina tijekom 

imunofluorescencijske i western analize. U tu svrhu provedena je imunofluorescencijska 

mikroskopija na kriostatskim narescima bubrega štakora i western analiza na uzorcima 

USM izdvojenih iz bubrega štakora. 

4.1.1 Ispitivanje protutijela za detekciju proteina rOat u bubrezima štakora 

Kako bi optimalizirali vezivanje primarnih anti-Oat protutijela (tablica 1) na 

specifične epitope tijekom imunofluorescencijske analize, ispitane su različite metode 

otkrivanja antigena (Brzica i sur., 2011.) u kriostatskim narescima tkiva bubrega (rezultati 

nisu prikazani). Protokol otkrivanja antigena koji je dao optimalan imunofluorescencijski 

signal uključivao je obradu narezaka tkiva alkoholima i  deterdžentima te zagrijavanje u 

citratnom puferu pH 6 (poglavlje 3.2.4.2.) pa je stoga rabljen za određivanje stanične 

lokalizacije svih istraživanih proteina rOat u ovom doktorskom radu. 

Imunofluorescencijsko bojenje za rOat1 (Oat1-Ab) i rOat3 (Oat3-Ab) u bubrezima štakora 

detektirano je u BLM epitelnih stanica zavijenih PK (odsječci S1 i S2) smještenih u kori 

(slika 7A; kora), a za proteine rOat2 (Oat2-Ab) i rOat5 (Oat5-Ab) u ČM ravnih PK (odsječci 

S3) smještenih u vanjskom tračku (slika 7A; vanjski tračak). Rezultati western analize 

pokazali su da anti-Oat protutijela specifično prepoznaju jednu proteinsku prugu za rOat1 

(~68 kDa; Oat1-Ab), rOat2 (~66 kDa, Oat2-Ab), rOat3 (~66 kDa, Oat3-Ab) i rOat5 (~72 

kDa, Oat5-Ab) (slika 7B) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora. Dakle, rezultati 

imunofluorescencijske (slika 7A) i western (slika 7B) analize jasno su pokazali da 

nekomercijalna anti-Oat protutijela (tablica 1) specifično prepoznaju proteine rOat u 

bubrezima štakora te stoga predstavljaju adekvatno oruđe za istraživanje stanične 

lokalizacije i proteinske ekspresije membranskih prijenosnika OA u pokusnom modelu 

štakora.  
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Slika 7. Ispitivanje protutijela za detekciju proteina rOat u bubrezima štakora.  Me-
todama imunofluorescencijske i western analize ispitana su protutijela za detekciju pro-
teina rOat smještenih na BLM (rOat1 i rOat3) ili ČM (rOat2 i rOat5) PK u bubrezima šta-
kora. A. Imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim narescima bubrega štakora prika-
zano je imunofluorescencijsko bojenje u dvije zone bubrega (kora i vanjski tračak). Pro-
tutijela Oat1-Ab i Oat3-Ab obojila su BLM zavijenih PK (S1/S2 odsječci) u kori, a protuti-
jela Oat2-Ab i Oat5-Ab obojila su ČM ravnih PK (S3 odsječci) u vanjskom tračku bubrega. 
Mjera = 20 µm. G – glomerul. B. Western analiza. U USM izdvojenim iz bubrega štakora, 
anti-Oat protutijela obojila su jednu proteinsku prugu od ~68 kDa (rOat1), ~66 kDa 
(rOat3), ~66 kDa (rOat2) i ~72 kDa (rOat5). Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. MWM 
– biljeg molekulskih masa proteina. 
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4.1.2 Ispitivanje protutijela za detekciju housekeeping proteina u bubrezima  

štakora 

Rabeći optimalni protokol otkrivanja antigena (tretman alkoholima i deterdžentima uz 

kuhanje u citratnom puferu pH 6) (poglavlje 3.2.4.2.), ispitana su primarna komercijalna 

protutijela (Na/K-ATPaza-Ab i -aktin-Ab; tablica 1) za detekciju housekeeping proteina 

u kriostatskim narescima tkiva bubrega štakora. Rezultati imunofluorescencijske analize 

pokazali su specifičnu lokalizaciju proteina rNa/K-ATPaze i r-aktina u različitim epitelnim 

stanicama nefrona štakora. U kori bubrega, imunofluorescencijski signal za rNa/K-

ATPazu detektiran je u BLM zavijenih PK (odsječci S1 i S2), distalnim zavijenim 

kanalićima (DK) i debelom uzlaznom kraku Henleove petlje (DUKHP) (slika 8A; Na/K-

ATPaza-Ab, kora) te preostalim kanalićima kore bubrega (rezultati nisu prikazani). U 

vanjskom tračku bubrega, imunofluorescencijski signal za rNa/K-ATPazu uočen je u BLM 

epitelnih stanica u ravnim PK (odsječci S3), DUKHP (slika 8A; Na/K-ATPaza-Ab, vanjski 

tračak) te preostalim kanalićima vanjskog tračka (rezultati nisu prikazani). Također, 

specifično bojenje za rNa/K-ATPazu uočeno je u ostalim dijelovima nefrona smještenim 

u unutarnjem tračku i papili (rezultati nisu prikazani). Nadalje, protein r-aktin je 

imunolokaliziran u različitim staničnim strukturama bubrega uključujući ČM PK smještenih 

u kori (odsječci S1 i S2) (slika 8A; -aktin-Ab, kora) i vanjskom tračku (odsječci S3) (slika 

8A; -aktin-Ab, vanjski tračak). Također, specifično imunofluorescencijsko bojenje za r-

aktin detektirano je u podocitima koji oblažu glomerularno klupko. Rezultati western 

analize provedene u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora pokazali su specifične 

proteinske pruge za -podjedinicu rNa/K-ATPaze (110 kDa) (slika 8B; Na/K-ATPaza-

Ab) i r-aktin (40 kDa) (slika 8B; -aktin-Ab). Dakle, rezultati imunofluorescencijske (slika 

8A) i western (slika 8B) analize nedvojbeno su pokazali da komercijalna monoklonska 

protutijela (Na/K-ATPaza-Ab i -aktin-Ab; tablica 1) specifično prepoznaju proteine rNa/K-

ATPazu i r-aktin u bubrezima štakora te su stoga prikladna za daljnja istraživanja 

stanične lokalizacije i ekspresije housekeeping proteina u pokusnom modelu štakora. 
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Slika 8. Ispitivanje protutijela za detekciju housekeeping proteina u bubrezima šta-
kora.  Metodama imunofluorescencijske i western analize ispitana su protutijela za de-
tekciju proteina rNa/K-ATPaze (Na/K-ATPaza-Ab) i rβ-aktina (β-aktin-Ab) u bubrezima 
štakora. A. Imunofluorescencijska analiza. U fiksiranim narescima tkiva bubrega šta-
kora prikazano je imunofluorescencijsko bojenje u dvije zone bubrega (kora i vanjski tra-
čak).  Protutijelo Na/K-ATPaza-Ab obojilo je BLM PK u kori (odsječci S1/S2) i vanjskom 
tračku (odsječci S3) te BLM distalnih dijelova nefrona uključujući zavijene distalne kana-
liće (DK) i debeli uzlazni krak Henleove petlje (DUKHP). Protutijelo β-aktin-Ab obojilo je 
ČM PK (odsječci S1/S2) u kori i vanjskom tračku (odsječci S3) te podocite koji oblažu 
glomerularno klupko. Mjera = 20 µm. G – glomerul. B. Western analiza. U ukupnim sta-
ničnim membranama izdvojenim iz bubrega štakora, protutijela Na/K-ATPaza-Ab i β-ak-
tin-Ab obojila su jednu proteinsku prugu od ~110 kDa (rNa/K-ATPaza) i ~40 kDa (rβ-
aktin). Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. MWM – biljeg molekulskih masa proteina. 
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4.2 Učinci mikotoksina i resveratrola na ekspresiju proteina u 

bubrezima štakora 

U pokusnom modelu štakora najprije su istraženi pojedinačni učinci mikotoksina 

(ili OTA ili CIT), zatim združeni učinci mikotoksina (OTA + CIT) te u konačnici združeni 

učinci mikotoksina i resveratrola (OTA + CIT + RSV) na proteinsku ekspresiju 

membranskih prijenosnika OA (rOat1, rOat2, rOat3 i rOat5) i housekeeping proteina 

(rNa/K-ATPaze i r-aktina) u bubrezima. 

4.2.1 Pojedinačni učinci mikotoksina  

Kako bi istražili pojedinačne učinke mikotoksina, spolno zreli mužjaci štakora soja 

Wistar tretirani su per os ili OTA ili CIT tijekom 21 dana, a kontrolne životinje ili vodom za 

piće ili otopinom rabljenom za otapanje mikotoksina, tzv. otapalom, kao što je opisano u 

poglavlju 3.2.2. Životinje su nakon tretmana usmrćene, a iz tkiva bubrega izdvojene su 

USM metodom diferencijalnog centrifugiranja (poglavlje 3.2.3.1.), te je provedena 

fiksacija bubrežnog tkiva (poglavlje 3.2.4.1.). Stanična lokalizacija i ekspresija 

membranskih prijenosnika OA i housekeeping proteina u bubrezima štakora istražena je 

upotrebom specifičnih protutijela metodama western (poglavlje 3.2.3.3.) i 

imunofluorescencijske (poglavlje 3.2.4.2.) analize. Prikazani su rezultati ekspresije tri 

skupine proteina uključujući housekeeping proteine (rNa/K-ATPaza i r-aktin), 

membranske prijenosnike OA smještene u BLM (rOat1 i rOat3) ili ČM PK (rOat2 i rOat5)  

bubrega štakora. 

 

4.2.1.1 Učinak OTA na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze i r-aktina u bubrezima 

štakora 

  

Rezultati western analize pokazali su da tretman s obje doze OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. i 

0,250 mg kg−1 tj.m.) nije promijenio ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima 

štakora (slika 9A i B; otapalo vs. OTA125, otapalo vs. OTA250). Također, tretman 

životinja s otopinom koja je rabljena kao otapalo za OTA (51 mM NaHCO3) nije promijenio 

proteinsku ekspresiju rNa/K-ATPaze u bubrezima u odnosu na kontrolne životinje 
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tretirane vodom za piće (slika 9A i B; voda vs. otapalo). Drugim riječima, količina proteina 

rNa/K-ATPaze (~110 kDa) u uzorcima USM iz bubrega štakora bila je podjednaka u svih 

pokusnih skupina životinja (slika 9A i B). Rezultati imunofluorescencijske analize bili su 

usklađeni s rezultatima western analize; imunofluorescencijski signal za rNa/K-ATPazu 

bio je sličnog intenziteta u narescima tkiva bubrega svih pokusnih skupina životinja (slika 

9C). Nadalje, tretman s obje doze OTA nije doveo do morfoloških oštećenja bubrežnih 

kanalića; nisu bila vidljiva oštećenja u BLM epitelnih stanica  zavijenih PK (odsječci S1 i 

S2) i ravnih PK (odsječci S3) te DK smještenih u kori i vanjskom tračku bubrega (slika 

9C; otapalo vs. OTA125, otapalo vs. OTA250). Morfološka oštećenja bubrežnih kanalića 

nisu uočena ni u ostalim dijelovima nefrona smještenim u unutarnjem tračku i papili 

(rezultati nisu prikazani). Slično rezultatima prikazanim na Slici 3, ekspresija proteina rβ-

aktina u bubrezima štakora nije se mijenjala nakon tretmana s obje doze OTA (slika 10A 

i B; otapalo vs. OTA125, otapalo vs. OTA250) ili otopinom 51 mM NaHCO3 (slika 10A i 

B; voda vs. otapalo). Drugim riječima, količina proteina r-aktina (~40 kDa) u uzorcima 

USM izdvojenim iz bubrega štakora bila je podjednaka u svih pokusnih skupina životinja 

(slika 10A i B). Slični rezultati dobiveni su imunofluorescencijskom analizom; specifično 

bojenje za rβ-aktin je bilo sličnog intenziteta u narescima tkiva bubrega svih pokusnih 

skupina životinja (Slika 10C). Također, nisu uočena oštećenja u ČM epitelnih stanica 

zavijenih PK (odsječci S1 i S2) (Slika 10C; kora) i ravnih PK (odsječci S3) (slika 10C; 

vanjski tračak).  



57 
 

 
 

Slika 9. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima 
štakora. Mužjaci štakora soja Wistar, tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okra-
toksina A (OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) i 0,250 mg kg−1 tj.m. 
(OTA250), a kontrolne životinje vodom ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija pro-
teina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluore-
scencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rNa/K-ATPazu 
(~110 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prika-
zane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrije-
dnostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Pri-
kazano je imunofluorescencijsko bojenje za rNa/K-ATPazu u fiksiranim narescima tkiva 
bubrega štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. DK - zavijeni distalni kanalić, 
DUKHP - debeli uzlazni krak Henleove petlje, G - glomerul, PK - proksimalni kanalići 
(strelica - S1/S2 odsječci, vrh strelice - S3 odsječci). N.S. - bez statističke značajnosti 
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Slika 10. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina r-aktina u bubrezima šta-
kora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okrato-
ksina A (OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) ili 0,250 mg kg−1 tj.m. 
(OTA250), a kontrolne životinje vodom ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija pro-

teina r-aktina u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencij-

ske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za r-aktin (~40 kDa) u 
USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzito-

metrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izra-
žene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluore-

scencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za r-aktin u fiksiranim 
narescima tkiva bubrega štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. G - glomerul, PK 
- proksimalni kanalići (strelica - S1/S2 odsječci, vrh strelice - S3 odsječci). N.S. - bez 
statističke značajnosti 
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4.2.1.2 Učinak CIT na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze i r-aktina u  

bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da 21-dnevni tretman sa CIT (20 mg kg−1 tj.m.) nije 

promijenio ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze (slika 11A i B) i r-aktina (slika 11A i B) u 

bubrezima štakora. Drugim riječima, količina proteina rNa/K-ATPaze (~110 kDa) i r-

aktina (~40 kDa) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora bila je podjednaka u 

svih pokusnih skupina životinja (slika 11A i B, slika 12A i B). Nadalje, rezultati 

imunofluorescencijske analize potvrdili su rezultate western analize; intenzitet 

imunofluorescencijskog bojenja za rNa/K-ATPazu (slika 11C) i r-aktin (slika 12C) bio je 

podjednak u narescima tkiva bubrega svih pokusnih skupina životinja. Slično učinku OTA, 

21-dnevni tretman štakora sa CIT (20 mg kg−1 tj.m.) nije uzrokovao morfološka oštećenja 

bubrežnih kanalića, te nisu uočena oštećenja BLM (slika 11C) i ČM PK (slika 12C) 

smještenih u kori (odsječci S1 i S2) i vanjskom tračku (odsječci S3) bubrega. Također, 

tretman štakora s CIT nije uzrokovao morfološka oštećenja kanalića koji čine distalne 

dijelove nefrona uključujući one u unutarnjem tračku i papili (rezultati nisu prikazani).  
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Slika 11. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima šta-
kora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina 
(CIT) (20 mg kg−1 tj.m.), a kontrolne životinje otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija 
proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunoflu-
orescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rNa/K-AT-
Pazu (~110 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. 
Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim 
vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. 
Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rNa/K-ATPazu u fiksiranim narescima 
tkiva bubrega štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. DUKHP - debeli uzlazni krak 
Henleove petlje, G - glomerul, PK - proksimalni kanalići (strelica - S1/S2 odsječci, vrh 
strelice - S3 odsječci), SK - sabirni kanalići, DK - zavijeni distalni kanalići. N.S. - bez 
statističke značajnosti 
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Slika 12. Učinak citrinina na ekspresiju proteina r-aktina u bubrezima štakora. Mu-
žjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina (CIT) (20 
mg kg−1 tj.m.), a kontrolne životinje otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina 

r-aktina u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencijske 

analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za r-aktin (~40 kDa) u USM 
izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gu-
stoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 
nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluo-

rescencijsko bojenje za r-aktin u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora i vanj-
ski tračak). Mjera = 20 µm. G - glomerul, PK - proksimalni kanalići (strelica - S1/S2 od-
sječci, vrh strelice - S3 odsječci). N.S. - bez statističke značajnosti 
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4.2.1.3 Učinak OTA na ekspresiju proteina rOat1 i rOat3 u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman s OTA značajno smanjio 

količinu proteina rOat1 (~68 kDa) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora, pri 

čemu je uočena ovisnost učinka o dozi (slika 13A i B). Tako je niža doza OTA (0,125 mg 

kg−1 tj.m.) značajno smanjila količinu proteina rOat1 u bubrezima štakora (~30% ) (slika 

13A i B; otapalo vs. OTA125) dok je veća doza OTA (0,250 mg kg−1 tj.m.) dodatno 

smanjila njegovu ekspresiju (~50%) (slika 13A i B; otapalo vs. OTA250). Također, tretman 

s otapalom (51 mM NaHCO3) nije promijenio količinu proteina rOat1 (~68 kDa) u 

uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora u odnosu na kontrolne životinje tretirane 

vodom za piće (slika 13A-B; voda vs. otapalo). Nadalje, rezultati imunofluorescencijske 

analize bili su usklađeni s rezultatima western analize; OTA je smanjio intenzitet 

imunofluorescencijskog bojenja za rOat1 u životinja tretiranih OTA u odnosu na kontrolne 

životinje tretirane ili vodom ili otapalom (slika 13C). Za razliku od inhibitornog učinka OTA 

na ekspresiju proteina rOat1, rezultati western (slika 14A i B; otapalo vs. OTA125, otapalo 

vs. OTA250) i imunofluorescencijske (slika 14C; otapalo vs. OTA125, otapalo vs. 

OTA250) analize su pokazali da tretman štakora s obje doze OTA nije promijenio 

ekspresiju proteina rOat3 u bubrezima štakora. Također, ekspresija rOat3 proteina u tkivu 

bubrega nije se promijenila nakon tretmana životinja s otapalom (51 mM NaHCO3) u 

odnosu na kontrolne životinje tretirane vodom za piće (slika 14A-C; voda vs. otapalo).  
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Slika 13. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rOat1 u bubrezima štakora. 
Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okratoksina A 
(OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) ili 0,250 mg kg−1 tj.m. (OTA250), a 
kontrolne životinje vodom (H2O) ili otapalom (51 mM NaHCO3). Ekspresija i stanična lo-
kalizacija proteina rOat1 u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunoflu-
orescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat1 (~68 
kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. 
Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela 
A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imu-
nofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat1 u fi-
ksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm, G - glomerul, PK - pro-
ksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti, * - statistički značajno (p < 0,05)  
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Slika 14. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rOat3 u bubrezima štakora. 
Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okratoksina A 
(OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) ili 0,250 mg kg−1 tj.m. (OTA250), a 
kontrolne životinje vodom (H2O) ili otapalom (51 mM NaHCO3). Ekspresija i stanična lo-
kalizacija proteina rOat3 u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunoflu-
orescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat3 (~66 
kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. 
Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela 
A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imu-
nofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat3 u fi-
ksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm, G - glomerul, PK - pro-
ksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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4.2.1.4 Učinak CIT na ekspresiju proteina rOat1 i rOat3 u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da 21-dnevni tretman štakora s CIT (20 mg kg−1 

tj.m.) nije promijenio količinu proteina rOat1 (~68 kDa) (slika 15A i B) i rOat3 (~66 kDa) 

(slika 16A i B) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega. Rezultati imunofluorescencijske 

analize provedeni na narescima tkiva bubrega bili su usklađeni s rezultatima western 

analize; intenzitet imunofluorescencijskog bojenja u BLM PK (odsječci S1 i S2) za rOat1 

(slika 15C) i rOat3 (slika 16C) bio je podjednak u svih pokusnih skupina životinja.  
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Slika 15. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rOat1 u bubrezima štakora. Mužjaci 
štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina (CIT) (20 mg 
kg−1 tj.m.), a kontrolne životinje otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat1 
u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. 
Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat1 (~68 kDa) u USM izdvojenim 
iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće prote-
inskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih 
uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko 
bojenje za rOat1 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm. G 
- glomerul, PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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Slika 16. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rOat3 u bubrezima štakora. Mužjaci 
štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina (CIT) (20 mg 
kg−1 tj.m.), a kontrolne životinje otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat3 
u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. 
Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat3 (~66 kDa) u USM izdvojenim 
iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće prote-
inskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih 
uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko 
bojenje za rOat3 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm. G 
- glomerul, PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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4.2.1.5 Učinak OTA na ekspresiju proteina rOat2 i rOat5 u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da 21-dnevni tretman s manjom dozom OTA (0,125 

mg kg−1 tj.m.) nije promijenio količinu proteina rOat2 (~66 kDa) (slika 17A i B;  otapalo vs. 

OTA125) i rOat5 (~72 kDa) (slika 18A i B; otapalo vs. OTA125) u uzorcima USM 

izdvojenim iz bubrega štakora. Također, tretman štakora s otapalom (51 mM NaHCO3) 

nije izmijenio ekspresiju rOat2 (slika 17A i B; voda vs. otapalo) niti rOat5 (slika 18A i B; 

voda vs. otapalo) proteina u bubrezima. Međutim, tretman s većom dozom OTA (0,250 

mg kg−1 tj.m.), u bubrezima štakora značajno je smanjio (~22%) količinu proteina rOat2 

(~66 kDa) (slika 17A i B;  otapalo vs. OTA250), ali ne i proteina rOat5 (~72 kDa) (slika 

18A i B; otapalo vs. OTA250). Slični fenomeni uočeni su u narescima tkiva bubrega 

tijekom imunofluorescencijske analize; imunofluorescencijsko bojenje za rOat2 u ČM PK 

(odsječci S3) bilo je smanjeno nakon tretmana s većom dozom OTA (slika 17C; otapalo 

vs. OTA250) dok je imunofluorescencijsko bojenje za rOat5 u ČM PK (odsječci S3)  bilo 

sličnog intenziteta u svih pokusnih skupina životinja (slika 18C).   

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

 
 
 

Slika 17. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rOat2 u bubrezima štakora. 
Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okratoksina A 
(OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) ili 0,250 mg kg−1 tj.m. (OTA250), a 
kontrolne životinje vodom (H2O) ili otapalom (51 mM NaHCO3). Ekspresija i stanična lo-
kalizacija proteina rOat2 u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunoflu-
orescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat2 (~66 
kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. 
Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela 
A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imu-
nofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat2 u fi-
ksiranim narescima tkiva bubrega štakora (vanjski tračak). Mjera = 20 µm, G - glomerul, 
PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti, * - statistički značajno (p < 
0,05) 
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Slika 18. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rOat5 u bubrezima štakora. 
Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom okratoksina A 
(OTA) u dvije doze: 0,125 mg kg−1 tj.m. (OTA 125) ili 0,250 mg kg−1 tj.m. (OTA250), a 
kontrolne životinje vodom (H2O) ili otapalom (51 mM NaHCO3). Ekspresija i stanična lo-
kalizacija proteina rOat5 u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunoflu-
orescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat5 (~72 
kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. 
Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela 
A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imu-
nofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat5 u fi-
ksiranim narescima tkiva bubrega štakora (vanjski tračak). Mjera = 20 µm, G - glomerul, 
PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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4.2.1.6 Učinak CIT na ekspresiju proteina rOat2 i rOat5 u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman štakora s CIT (2 mg kg−1 

tj.m.) značajno smanjio količinu proteina u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega; 

ekspresija proteina rOat2 (~66 kDa) smanjila se za ~34% (slika 19A i B; otapalo vs. CIT), 

a ekspresija proteina rOat5 (~72 kDa) za ~61% (slika 20A i B; otapalo vs. CIT). Rezultati 

imunofluorescencijske analize bili su usklađeni s rezultatima western analize; 21-dnevni 

tretman štakora s CIT (2 mg kg−1 tj.m.) umanjio je intenzitet specifičnog 

imunofluorescencijskog bojenja za rOat2 (slika 19C; otapalo vs. CIT) i rOat5 (slika 20C; 

otapalo vs. CIT) u narescima tkiva bubrega. 
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Slika 19. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rOat2 u bubrezima štakora. Mužjaci 
štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina (CIT) (2 mg kg−1 
tj.m.), a kontrolne životinje otapalom (50 mM NaHCO3). Ekspresija i stanična lokalizacija 
proteina rOat2 u bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencij-
ske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rOat2 (~66 kDa) u 
USM izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmje-
rene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE 
iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imuno-
fluorescencijsko bojenje za rOat2 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (vanjski 
tračak). Mjera = 20 µm. G - glomerul, N.S. - bez statističke značajnosti, PK - proksimalni 
kanalići, * - statistički značajno (p < 0,05)  
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Slika 20. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rOat5 u bubrezima štakora. Mužjaci 
štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana otopinom citrinina (CIT) (2 mg kg−1 
tj.m.), a kontrolne životinje vodom (H2O) ili otapalom (50 mM NaHCO3). Ekspresija i sta-
nična lokalizacija proteina rOat5 u bubrezima štakora istražena je metodama western i 
imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za 
rOat5 (~72 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska analiza. 
Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim 
vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. 
Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat5 u fiksiranim narescima tkiva bub-
rega štakora (vanjski tračak). Mjera = 20 µm. G - glomerul, N.S. - bez statističke značaj-
nosti, PK - proksimalni kanalići. * - statistički značajno (p < 0,05)  
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4.2.2 Združeni učinci mikotoksina 

Kako bi istražili združene učinke mikotoksina, spolno zreli mužjaci štakora soja Wistar 

tretirani su per os smjesom mikotoksina (OTA + CIT) tijekom 21 dana, a kontrolne 

životinje vodom ili otapalima kao što je opisano u poglavlju 3.2.2. Životinje su nakon 

tretmana usmrćene, a iz bubrežnog tkiva izdvojene su USM metodom diferencijalnog 

centrifugiranja (poglavlje 3.2.3.1.) te je provedena fiksacija bubrežnog tkiva (poglavlje 

3.2.4.1.). Stanična lokalizacija i ekspresija membranskih prijenosnika OA i housekeeping 

proteina u bubrezima štakora istražena je upotrebom specifičnih protutijela metodama 

western (poglavlje 3.2.3.3.) i imunofluorescencijske (poglavlje 3.2.4.2.) analize. Budući 

da su rezultati western i imunofluorescencijske analize pokazali da je ekspresija 

istraživanih proteina u bubrezima kontrolnih životinja tretiranih vodom bila slična 

ekspresiji u životinja tretiranim otapalom korištenim u pripremi otopina mikotoksina (slike 

9-18; voda vs. otapalo), daljnja statistička analiza i tumačenje rezultata provedeno je 

usporedbom uzoraka tkiva bubrega životinja  tretiranih smjesom mikotoksina (OTA + CIT) 

u odnosu na uzorke tkiva bubrega životinja tretiranih otapalom. Prikazani su rezultati 

ekspresije tri grupe proteina uključujući housekeeping proteine (rNa/K-ATPaza i r-aktin), 

membranske prijenosnike OA smještene ili u BLM (rOat1 i rOat3), ili u ČM PK (rOat2 i 

rOat5) bubrega štakora. 

 

4.2.2.1 Združeni učinci OTA i CIT na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze i r- 

aktina u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da 21-dnevni tretman smjesom dva mikotoksina 

(OTA+CIT), koja je sadržavala manju dozu OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. OTA i 2 mg kg−1 

tj.m. CIT), nije mijenjao ekspresiju housekeeping proteina u bubrezima štakora uključujući 

rNa/K-ATPazu (slika 21A i B; OTA125+CIT vs. otapalo) i r-aktin (slika 22A i B; 

OTA125+CIT vs. otapalo). Međutim, tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala  

veću dozu OTA (0,250 mg kg−1 tj.m. OTA i 2 mg kg−1 tj.m. CIT) značajno je smanjio 

(~30%) količinu proteina r-aktina (~40 kDa) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega 

štakora (slika 22A i B; OTA250+CIT vs. otapalo) dok je količina proteina rNa/K-ATPaze 

(~110 kDa) ostala nepromijenjena (slika 21A i B; OTA250+CIT vs. otapalo). Slični 
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fenomeni uočeni su imunofluorescencijskom analizom u narescima tkiva bubrega 

štakora; tretman smjesom (OTA+CIT) koja je sadržavala veću dozu OTA smanjio je 

intenzitet specifičnog bojenja za r-aktin (slika 22C; OTA250+CIT vs. otapalo), ali ne i 

rNa/K-ATPazu (slika 21C; OTA250+CIT vs. otapalo) dok tretman smjesom mikotoksina 

koja je sadržavala manju dozu OTA, nije mijenjao intenzitet imunofluorescencije niti za 

rNa/K-ATPazu (slika 21C; OTA125+CIT vs. otapalo) niti za r-aktin (slika 22A i B; 

OTA125+CIT vs. otapalo).  
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Slika 21. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina rNa/K-AT-
Paze u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 
dana s dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. 
citrinina (OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-
sija i stanična lokalizacija proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora istražena je me-
todama western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su pro-
teinske pruge za rNa/K-ATPazu (~110 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa 
proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene 

gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 
nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluo-
rescencijsko bojenje za rNa/K-ATPazu u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora 
i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. DUKHP - debeli uzlazni krak Henleove petlje, G - glo-
merul, PK - proksimalni kanalići (strelica - S1/S2 odsječci, vrh strelice - S3 odsječci), DK 
- zavijeni distalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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Slika 22. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina r-aktina 
u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana s 
dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-

sija i stanična lokalizacija proteina r-aktina u bubrezima štakora istražena je metodama 
western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske 

pruge za r-aktin (~40 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila 
je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih 

pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka 
(n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje 

za r-aktin u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 
20 µm. G - glomerul, PK - proksimalni kanalići (strelica - S1/S2 odsječci, vrh strelice - S3 
odsječci). N.S. - bez statističke značajnosti, * - statistički značajno (p < 0,05)  
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4.2.2.2 Združeni učinci OTA i CIT na ekspresiju rOat1 i rOat3 proteina u  

bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman smjesom dva mikotoksina 

(OTA+CIT) smanjio količinu proteina rOat1 (~68 kDa) u uzorcima USM izdvojenim iz 

bubrega štakora, pri čemu je uočena ovisnost učinka o dozi; smjesa mikotoksina s 

manjom dozom OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. OTA i 2 mg kg−1 tj.m. CIT) značajno je smanjila 

(~37%) ekspresiju proteina rOat1 (slika 23A i B; OTA125+CIT vs. otapalo), a smjesa 

mikotoksina s većom dozom OTA (0,250 mg kg−1 tj.m. OTA i 2 mg kg−1 tj.m. CIT) dodatno  

je umanjila ekspresiju (~63%) (slika 23A i B; OTA250+CIT vs. otapalo). Rezultati 

imunofluorescencijske analize provedene na narescima tkiva bubrega bili su usklađeni s 

rezultatima western analize; tretman smjesom dva mikotoksina (OTA+CIT) smanjio je 

intenzitet imunofluorescencijskog bojenja za rOat1 u BLM PK (odsječci S1 i S2) u odnosu 

na kontrolne životinje (slika 23C; OTA125+CIT vs. otapalo, OTA250+CIT vs. otapalo). Za 

razliku od inhibitornog učinka na ekspresiju proteina rOat1, ekspresija proteina rOat3 

(~66 kDa) u bubrezima štakora značajno se povećala (1,74 puta) (slika 24A i B; 

OTA125+CIT vs. otapalo) ili 1,39 puta (slika 24A i B; OTA250+CIT vs. otapalo) nakon 

tretmana istom smjesom mikotoksina. Sukladno rezultatima western analize, intenzitet 

imunofluorescencijskog signala za rOat3 povećao se nakon tretmana smjesom 

mikotoksina (OTA+CIT) u odnosu na intenzitet signala utvrđen u narescima tkiva bubrega 

životinja iz kontrolne skupine (slika 24C; OTA125+CIT vs. otapalo, OTA250+CIT vs. 

otapalo).  
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Slika 23. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina rOat1 u 
bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana s 
dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-
sija i stanična lokalizacija proteina rOat1 u bubrezima štakora istražena je metodama 
western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske 
pruge za rOat1 (~68 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila 
je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih 

pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka 
(n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje 
za rOat1 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm, G - glome-
rul, PK - proksimalni kanalići. * - statistički značajno (p < 0,05) 
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Slika 24. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina rOat3 u 
bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana s 
dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-
sija i stanična lokalizacija proteina rOat3 u bubrezima štakora istražena je metodama 
western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske 
pruge za rOat3 (~66 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. B. Denzitometrijska 
analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u 
srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska 
analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat3 u fiksiranim narescima tkiva 
bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm. G - glomerul, PK - proksimalni kanalići. * - statis-
tički značajno (p < 0,05) 
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4.2.2.3 Združeni učinci OTA i CIT na ekspresiju proteina rOat2 i  rOat5 u  

bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da 21-dnevni tretman smjesom OTA i CIT koja je 

sadržavala manju dozu OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. OTA i 2 mg kg−1 tj.m. CIT) nije 

promijenio ekspresiju niti proteina rOat2 (slika 25A i B; OTA125+CIT vs. otapalo) niti 

proteina rOat5 (slika 26A i B; OTA125+CIT vs. otapalo) u bubrezima štakora. Međutim, 

tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala veću dozu OTA (0,250 mg kg−1 tj.m. 

OTA i 2 mg kg−1 tj.m. CIT) značajno je smanjio ekspresiju oba proteina u uzorcima USM  

izdvojenim iz bubrega štakora; količina proteina rOat2 (~66 kDa) smanjila se ~32% (slika 

25A i B; OTA250+CIT vs. otapalo), a količina rOat5 (~72 kDa) smanjila se ~65% (slika 

26A i B; OTA250+CIT vs. otapalo). Slični fenomeni uočeni su imunocitokemijskom 

analizom; tretman smjesom mikotoksina (OTA+CIT) koja je sadržavala veću dozu OTA 

smanjio je intenzitet specifičnog imunofluorescencijskog bojenja u ČM PK (S3 odsječci u 

vanjskom tračku), uključujući rOat2 (slika 25C; OTA250+CIT vs. otapalo) i rOat5 (slika 

26C; OTA250+CIT vs. otapalo), dok tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala 

manju dozu OTA nije mijenjao intenzitet imunofluorescencije niti za rOat2 (slika 25C; 

OTA125+CIT vs. otapalo) niti za rOat5 (slika 26C; OTA125+CIT vs. otapalo).  
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Slika 25. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina rOat2 u 
bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana s 
dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-
sija i stanična lokalizacija proteina rOat2 u bubrezima štakora istražena je metodama 
western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske 
pruge za rOat2 (~66 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila 
je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih 

pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka 
(n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje 
za rOat2 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (vanjski tračak). Mjera = 20 µm, 
PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti, *- statistički značajno (p < 
0,05)  
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Slika 26. Združeni učinci okratoksina A i citrinina na ekspresiju proteina rOat5 u 
bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 21 dana s 
dvije smjese mikotoksina: 1) 0,125 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA125+CIT) ili 2) 0,250 mg kg−1 tj.m. okratoksina A i 2 mg kg−1 tj.m. citrinina 
(OTA250+CIT), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije prikazano) ili otapalom. Ekspre-
sija i stanična lokalizacija proteina rOat5 u bubrezima štakora istražena je metodama 
western i imunofluorescencijske analize. A. Western analiza. Prikazane su proteinske 
pruge za rOat5 (~72 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila 
je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih 

pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka 
(n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje 
za rOat5 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (vanjski tračak). Mjera = 20 µm, 
PK - proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti, * - statistički značajno (p < 
0,05) 
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4.2.3 Združeni učinci mikotoksina i resveratrola 

Kako bi istražili združene učinke OTA, CIT i RSV, spolno zreli mužjaci štakora soja 

Wistar, tretirani su per os smjesom mikotoksina i resveratrola (OTA+CIT+RSV) tijekom 

21 dana, a kontrolne životinje vodom ili otapalom, kao što je opisano u poglavlju 3.2.2. 

Životinje su nakon tretmana usmrćene, a iz tkiva bubrega izdvojene su USM metodom 

diferencijalnog centrifugiranja (poglavlje 3.2.3.1.), provedena je fiksacija bubrežnog tkiva 

(poglavlje 3.2.4.1.), a stanična lokalizacija i ekspresija membranskih prijenosnika OA i 

housekeeping proteina istražena je upotrebom specifičnih protutijela metodama western 

(poglavlje 3.2.3.3.) i imunofluorescencijske (poglavlje 3.2.4.2.) analize. Prikazani su 

rezultati ekspresije tri grupe proteina uključujući housekeeping proteine (rNa/K-ATPaza i 

r-aktin), membranske prijenosnike OA na BLM (rOat1 i rOat3) ili ČM PK (rOat2 i rOat5) 

bubrega štakora. Budući da su rezultati western i imunofluorescencijske analize pokazali 

da je ekspresija istraživanih proteina u bubrezima životinja kontrolne skupine (tretiranih 

vodom za piće) bila slična onoj u životinja tretiranih otapalom (slike 9-18; voda vs. 

otapalo), statistička analiza i tumačenje rezultata provedeno je usporedbom uzoraka tkiva 

bubrega životinja tretiranih smjesom mikotoksina i resveratrola (OTA+CIT+RSV) u 

odnosu na uzorke tkiva bubrega životinja tretiranih otapalom.  

 

4.2.3.1 Združeni učinci OTA, CIT i RSV na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze i  

rβ-aktina u bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman smjesom OTA+CIT+RSV 

(0,250 mg kg−1 tj.m.  OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT + 20 mg kg−1 tj.m. RSV) značajno smanjio 

ekspresiju proteina r-aktina, ali ne i rNa/K-ATPaze; količina proteina r-aktina (~40 kDa) 

u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora smanjila se ~24% (slika 28A i B; 

OTA250+CIT+RSV vs. otapalo) dok je količina proteina rNa/K-ATPaze (~110 kDa) ostala 

nepromijenjena (slika 27A i B; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo). Slični fenomeni uočeni su 

imunofluorescencijskom analizom; tretman smjesom OTA+CIT+RSV smanjio je intenzitet 

imunofluorescencijskog bojenja za r-aktin (slika 28C; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo), 

ali ne i za rNa/K-ATPazu (slika 27C; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo) u narescima tkiva 

bubrega štakora. 
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Slika 27. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-
ina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os 
tijekom 21 dana smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i 
resveratrola 20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) 
(nije prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rNa/K-ATPaze u 
bubrezima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. 
Western analiza. Prikazane su proteinske pruge za rNa/K-ATPazu (~110 kDa) u USM 

izdvojenim iz bubrega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrij-

ska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene 
su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescen-
cijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rNa/K-ATPazu u fiksiranim 
narescima tkiva bubrega štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. DK - zavijeni 
distalni kanalići, DUKHP - debeli uzlazni krak Henleove petlje, G - glomerul, PK - proksi-
malni kanalići (strelica - S1/S2 odsječci, vrh strelice - S3 odsječci), SK - sabirni kanalići. 
N.S. - bez statističke značajnosti 
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Slika 28. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-

ina r-aktina u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tije-
kom 21 dana smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i 
resveratrola (20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) 

(nije prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina r-aktina u bubre-
zima štakora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. Western 

analiza. Prikazane su proteinske pruge za r-aktin (~40 kDa) u USM izdvojenim iz bub-
rega štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prika-

zane su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrije-
dnostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Pri-

kazano je imunofluorescencijsko bojenje za r-aktin u fiksiranim narescima tkiva bubrega 
štakora (kora i vanjski tračak). Mjera = 20 µm. G - glomerul, PK - proksimalni kanalići. * - 
statistički značajno (p < 0,05) 
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4.2.3.2 Združeni učinci OTA, CIT i RSV na ekspresiju proteina rOat1 i rOat3 u  

bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman smjesom 

mikotoksina i resveratrola (OTA (0,250 mg kg−1 tj.m.) + CIT (2 mg kg−1 tj.m.) + RSV (20 

mg kg−1 tj.m.) značajno smanjio (~65%) količinu proteina rOat1 (~68 kDa) u uzorcima 

USM izdvojenim iz bubrega štakora (slika 29A i B; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo). 

Rezultati imunofluorescencijske analize bili su usklađeni s rezultatima western analize; 

nakon tretmana smjesom OTA+CIT+RSV uočen je smanjeni imunofluorescencijski signal 

za rOat1 u BLM zavijenih PK (odsječci S1 i S2) smještenih u kori bubrega (slika 29C; 

OTA250+CIT+RSV vs. otapalo). Za razliku od inhibitornog učinka na ekspresiju proteina 

rOat1, rezultati western i imunofluorescencijske analize pokazali su da tretman štakora 

istom smjesom nije promijenio količinu proteina rOat3 (~66 kDa) u uzorcima USM 

izdvojenim iz bubrega (slika 30A i B), niti je izmijenio intenzitet imunofluorescencijskog 

bojenja za rOat3 u narescima tkiva bubrega (slika 30C).  
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Slika 29. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-
ina rOat1 u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 
21 dana smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i resve-
ratrola (20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije 
prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat1 u bubrezima šta-
kora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. Western ana-
liza. Prikazane su proteinske pruge za rOat1 (~68 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega 
štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane 

su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednos-
tima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano 
je imunofluorescencijsko bojenje za rOat1 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora 
(kora). Mjera = 20 µm, G - glomerul, PK - proksimalni kanalići. * - statistički značajno (p 
< 0,05) 
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Slika 30. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-
ina rOat3 u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 
21 dana smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i resve-
ratrola (20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije 
prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat3 u bubrezima šta-
kora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. Western ana-
liza. Prikazane su proteinske pruge za rOat3 (~66 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega 
štakora. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane su izmjerene gustoće proteinskih pruga 
iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednostima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). 
C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano je imunofluorescencijsko bojenje za rOat3 
u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora (kora). Mjera = 20 µm. G - glomerul, PK - 
proksimalni kanalići. N.S. - bez statističke značajnosti 
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4.2.3.3 Združeni učinci OTA, CIT i RSV na ekspresiju proteina rOat2 i rOat5 u  

bubrezima štakora 

Rezultati western analize pokazali su da je 21-dnevni tretman smjesom 

mikotoksina i resveratrola (OTA (0,250 mg kg−1 tj.m.) + CIT (2 mg kg−1 tj.m.) + RSV (20 

mg kg−1 tj.m.) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora značajno smanjio količinu 

proteina rOat2 (~66 kDa) za ~72% (slika 31A i B; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo). 

Rezultati imunofluorescencijske analize bili su usklađeni s rezultatima western analize; 

nakon tretmana  smjesom mikotoksina i RSV uočen je smanjen imunofluorescencijski 

signal za rOat2 u ČM ravnih PK (odsječci S3) smještenih u vanjskom tračku bubrega 

(slika 31C; OTA250+CIT+RSV vs. otapalo). Rezultati daljnje western i 

imunofluorescencijske analize pokazali su da je tretman štakora istom smjesom smanjio 

količinu proteina rOat5 (~72 kDa) u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega za ~89% (slika 

32A i B), te da je smanjio specifično imunofluorescencijsko bojenja za protein rOat5 u ČM 

PK (slika 32C) bubrega.  
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Slika 31. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-
ina rOat2 u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 
21 dana sa smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i res-
veratrola (20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije 
prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat2 u bubrezima šta-
kora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. Western ana-
liza. Prikazane su proteinske pruge za rOat2 (~66 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega 

štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane 

su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednos-
tima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano 
je imunofluorescencijsko bojenje za rOat2 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora 
(vanjski tračak). Mjera = 20 µm, PK - proksimalni kanalići. * - statistički značajno (p < 
0,05)  
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Slika 32. Združeni učinci okratoksina A, citrinina i resveratrola na ekspresiju prote-
ina rOat5 u bubrezima štakora. Mužjaci štakora soja Wistar tretirani su per os tijekom 
21 dana sa smjesom okratoksina A (0,250 mg kg−1 tj.m.), citrinina (2 mg kg−1 tj.m.) i res-
veratrola (20 mg kg−1 tj.m.) (OTA250+CIT+RSV), a kontrolne životinje vodom (H2O) (nije 
prikazano) ili otapalom. Ekspresija i stanična lokalizacija proteina rOat5 u bubrezima šta-
kora istražena je metodama western i imunofluorescencijske analize. A. Western ana-
liza. Prikazane su proteinske pruge za rOat5 (~72 kDa) u USM izdvojenim iz bubrega 
štakora. Masa proteina iznosila je 60 µg/jažici. B. Denzitometrijska analiza. Prikazane 

su izmjerene gustoće proteinskih pruga iz panela A, a izražene su u srednjim vrijednos-
tima ± SE iz 5 nezavisnih uzoraka (n = 5). C. Imunofluorescencijska analiza. Prikazano 
je imunofluorescencijsko bojenje za rOat5 u fiksiranim narescima tkiva bubrega štakora 
(vanjski tračak). Mjera = 20 µm, PK - proksimalni kanalići. * - statistički značajno (p < 
0,05) 
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5. RASPRAVA 

5.1 Ispitivanje primarnih protutijela 

S obzirom da su primarna protutijela ključni alat za specifičnu detekciju proteina, 

prvo je metodama imunofluorescencijske i western analize u uzorcima bubrežnog tkiva 

štakora (kriostatski naresci i USM), ispitana specifičnost svih primarnih protutijela 

rabljenih u ovom doktorskom radu (tablica 1). Sukladno prethodno objavljenim 

rezultatima, protutijela za detekciju membranskih prijenosnika za OA specifično su 

detektirala proteine rOat1, rOat2, rOat3 i rOat5 u bubrezima štakora. Tako su protutijela 

Oat1-Ab i Oat3-Ab obojila BLM zavijenih PK (odsječci S1 i S2) u kori bubrega te jednu 

proteinsku prugu od ~68 kDa (Oat1-Ab) i ~66 kDa (Oat3-Ab) u uzorcima bubrežnih USM 

(Kojima i sur., 2002.; Ljubojević i sur., 2004.), dok su protutijela Oat2-Ab i Oat5-Ab obojila 

ČM ravnih PK (odsječci S3) u vanjskom tračku vanjske srži bubrega te jednu proteinsku 

prugu od ~66 kDa (Oat2-Ab) i ~71 kDa (Oat5-Ab) u uzorcima bubrežnih USM (Anzai i 

sur., 2005.; Ljubojević i sur., 2007.; Breljak i sur., 2010.). Također, potvrđena je i 

specifičnost protutijela rabljenih za detekciju housekeeping proteina rNa/K-ATPaze i r-

aktina. Tako je protutijelo Na/K-ATPaza-Ab obojilo BLM epitelnih stanica svih odsječaka 

nefrona štakora, te jednu proteinsku prugu od ~110 kDa u uzorcima bubrežnih USM kao 

što je opisano u Breljak i sur. (2016).  Protutijelo -aktin-Ab obojilo je ČM epitelnih stanica 

bilo zavijenih PK (odsječci S1 i S2) u kori bubrega, bilo ravnih PK (odsječci S3) u 

vanjskom tračku vanjske srži bubrega te jednu proteinsku prugu od ~40 kDa u uzorcima 

bubrežnih USM kao što je opisano u ranijim istraživanjima (Breljak i sur., 2013.; Breljak i 

sur., 2016.). Unatoč specifičnosti primarnih protutijela rabljenih u ovom doktorskom radu, 

potvrđenoj u prethodnim istraživanjima, a imajući u vidu spoznaju da se lotovi/šarže 

protutijela mogu međusobno razlikovati, ispitivanje njihove specifičnosti u optimalnim 

uvjetima neophodno je, kako bi se izbjegle moguće nespecifične detekcije proteina 

(Couchman, 2009.; Bordeaux i sur., 2010.; Weller, 2018.).   
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5.2 Učinci mikotoksina i resveratrola na ekspresiju proteina u 

bubrezima štakora 

Funkcionalne i strukturne promjene bubrega sisavaca uslijed nefrotoksičnih učinaka 

mikotoksina OTA i CIT opisane su u literaturi unazad četrdesetak i više godina (Berndt i 

sur., 1980.; Beneth i Klich, 2003). Osnovni preduvjet ispoljavanja toksičnog učinka 

mikotoksina jest njihov ulazak u epitelne stanice PK bubrega. Kako su mikotoksini OA, 

njihov unos u stanice PK posredovan je specifičnim membranskim prijenosnicima, 

pripadnicima obitelji SLC22/Slc22, zastupljenim u različitim odsječcima nefrona (S1, S2 i 

S3) gdje reguliraju promet niza endogenih i egzogenih spojeva (Sekine i sur., 2000.; 

Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Sekine i sur., 2006.; Nigam, 2018.). Poznato je 

da su proteini OAT/Oat ključni za unos i nakupljanje OA u epitelnim stanicama PK 

bubrega, uključujući i mikotoksina, koji po unosu u stanice ispoljavaju različite toksične 

učinke (Tsuda i sur., 1999.; Jung i sur., 2001.; Zhang i sur., 2004.; Tachampa i sur., 2008.; 

Žlender i sur., 2009.). Također, nizom dosad objavljenih istraživanja opisano je 

međudjelovanje mikotoksina sa prijenosnicima OA (Phillips i sur., 1980.; Friis i sur., 1988.; 

Gekle i sur. 1994.; Gekle i Silbernagl, 1998.; Groves i sur., 1998., 1999; Sauvant i sur., 

1998.; Jung i sur., 2001.). Imajući u vidu saznanja o sve izraženijim klimatskim 

promjenama koje pogoduju razvoju plijesni 

(https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins; https://www.who.int/news-

room/fact-sheets/detail/mycotoxins), s posljedično povišenom kontaminacijom sirovina i 

namirnica, najčešće s više različitih mikotoksina (IARC, 2016.; Tola i Kebede, 2016.; Lee 

i Ryu, 2017.; Winter i Pereg, 2019.; Eskola i sur., 2020.), možemo zaključiti da su 

dosadašnja istraživanja o združenim učincima mikotoksina u staničnim linijama in vitro, a 

posebice životinjskim modelima in vivo pri izloženosti kombinaciji mikotoksina 

nedostatna. 

Među brojnim dosad objavljenim istraživanjima o nefrotoksičnosti mikotoksina, 

samo jedno in vivo istraživanje opisuje promjene u ekspresiji membranskih prijenosnika 

OA (rOat/Slc22) u bubrezima štakora pri izloženosti različitim dozama OTA (0,050-0,500 

mg kg-1 tj.m.) (Žlender i sur., 2009.). Stoga, svrha i cilj ovog doktorskog rada, bili su 

istražiti pojedinačne i združene učinke mikotoksina OTA i CIT te mogući 

https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/mycotoxins
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/mycotoxins
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protektivni/reparatorni učinak RSV na ekspresiju membranskih prijenosnika rOat/Slc22 u 

bubrezima štakora kako bi utvrdili njihovu ulogu u razvoju mikotoksinima uzrokovane 

nefrotoksičnosti. U ovom istraživanju ispitan je učinak svakodnevne oralne izloženosti 

OTA i CIT u trajanju 21 dan, zasebno (ili OTA ili CIT) ili u kombinaciji (OTA+CIT), na 

ekspresiju housekeeping proteina (rNa/K-ATPaze i rβ-aktina), zatim proteinsku 

ekspresiju prijenosnika Oat/Slc22 smještenih u BLM (rOat1/Slc22a6 i rOat3/Slc22a8) ili 

ČM (rOat2/Slc22a7 i rOat5/Slc22a19) epitelnih stanica PK bubrega štakora soja Wistar, 

te potencijalni protektivni/reparatorni učinak RSV pri nefrotoksičnosti nastaloj uslijed 

izloženosti kombinaciji mikotoksina (OTA+CIT+RSV).  

Pri tumačenju rezultata dobivenih ovim istraživanjem, uvodno valja napomenuti, da 

se prijenos OA, odvija u svim odsječcima PK, te da uz spolne i vrstne razlike (Ljubojević 

i sur., 2004.; Ljubojević i sur., 2007.; Breljak i sur., 2010.; Breljak i sur., 2013.; Breljak i 

sur., 2016.), postoje i određene varijacije u zastupljenosti specifičnih prijenosnika u 

pojedinim odsječcima PK (Kojima i sur., 2002.; Koepsell i Endou, 2004.; Anzai i sur., 

2005.; Sweet, 2005.; Burckhardt, 2012.; Nigam, 2018.). Također, od iznimne je važnosti 

za razumijevanje i karakterizaciju toksikodinamskih promjena ekspresije specifičnih 

prijenosnika OA, duljina trajanja izloženosti mikotoksinima (akutna, subakutna, kronična, 

subkronična i dr.), način njihove administracije (oralni, supkutani, intramuskularni i dr.), te 

doza mikotoksina, bilo da se radi o pojedinačnoj izloženosti ili izloženosti njihovoj 

kombinaciji. Poznato je da akutna izloženost OTA ne uzrokuje mjerljive promjene u 

sustavu prijenosa OA, već da se glavnina patofizioloških poremećaja odvija u 

postproksimalnim dijelovima nefrona, poglavito sabirnim kanalima gdje se posljedice 

izloženosti OTA očituju kao smetnje u kapacitetu bubrega za koncentriranjem urina 

uslijed poremećaja u prometu iona Na+, K+, Cl- i H+ (Gekle i sur. 1994.). S druge pak 

strane, dugotrajnija izloženost OTA dovodi do izraženih poremećaja bubrežnih funkcija; 

značajnog pada kapaciteta bubrega za koncentriranjem urina, smanjenja glomerularne 

filtracije i protoka krvi u bubregu uslijed povećanja otpora u krvnim žilama glomerula te 

značajno umanjenog kapaciteta sekrecije OA u PK nefrona, uz istodobno očuvane 

funkcije reapsorpcije različitih spojeva (prvenstveno glukoze i aminokiselina) iz 

ultrafiltrata (Gekle i sur. 1994.; Gekle i Silbernagl, 1998).  
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U brojnim objavljenim eksperimentalnim toksikološkim studijama, kojima se između 

ostalog, pokušava odgonetnuti mehanizam djelovanja OTA, najčešće su korištene doze 

koje su značajno više od onih kojima su ljudi ili životinje izložene prirodnim putem 

(FAO/WHO, 2001.). Opažanja kojima se nastoje tumačiti mehanizmi djelovanja OTA, 

proizašla iz takvih istraživanja poput direktne i nespecifične inhibicije sinteze 

makromolekula, peroksidacije lipida, poremećaja u funkciji mitohondrija od toksikološkog 

su značaja onda kada se radi o izloženosti visokim dozama. Nasuprot tome, pri 

dugotrajnoj izloženosti niskim dozama mikotoksinima, zbivanja su više specifična, pri 

čemu promjene u funkciji i fenotipu stanice nisu nužno popraćene promjenama integriteta 

i vijabilnosti stanice. Naravno da ta specifična zbivanja, u ovom slučaju promjene u 

ekspresiji prijenosnika sustava koji upravlja prometom niza endogenih i egzogenih OA u 

epitelu PK, ne isključuju mogućnost kasnije pojave poremećaja integriteta i smanjenja 

vijabilnosti stanica. Prijašnjim istraživanjima ekspresije gena i proteina u bubrezima 

štakora izloženih dozi od 0,500 mg kg-1 tj.m. OTA, utvrđena je deregulacija ekspresije 

različitih prijenosnika, a osobito umanjenje ekspresije prijenosnika Oat/OAT iz Slc/SLC 

obitelji te prijenosnika iz ABC podobitelji na razini mRNA (Marin-Kuan i sur., 2006.; 

Arbillaga i sur., 2008.; Žlender i sur., 2009.; Pastor i sur., 2018.).  

Odabir doza OTA (0,125 mg kg-1 tj.m. i 0,250 mg kg-1 tj.m.) rabljenih u ovom 

istraživanju, utvrđen je temeljem dostupnih literaturnih podataka o istraživanjima 

provedenim na štakorima soja Wistar, pri čemu je u istraživanju Žlender i sur. (2009) 

utvrđena LOAEL doza od 50 mg kg-1 tj.m., te je utvrđen pad ekspresije mRNA  istraživanih 

prijenosnika OA tek kod doze više od 0,250 mg kg-1 tj.m. Doza CIT (2 mg/kg-1 tj.m.) 

određena je na osnovu istraživanja Mantle i McHugh (1993) u kojem ponovljena 

izloženost štakora dozi od ~18 mg kg-1 tj.m. CIT nije uzrokovala kliničke ni histopatološke 

promjene u tretiranih životinja. Doza RSV (20 mg/kg tj.m./dan) kojoj su životinje u ovom 

istraživanju bile izložene, utvrđena je temeljem istraživanja Wenzel i sur. (2005) pri kojem 

je doza od 50 mg/kg tj.m./dan ispoljila učinak u smislu porasta ukupne antioksidativne 

aktivnosti. Također, potrebno je napomenuti da su u ovom istraživanju  ispitivani spojevi 

(OTA, CIT i RSV) životinjama aplicirani per os, što vjerno odražava korake u razvoju 

alimentarne intoksikacije nastale uslijed konzumacije namirnica kontaminiranih 

mikotoksinima (Žlender i sur. 2009.; Karaica i sur., 2020.).  
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U provedenom istraživanju kontinuirane 21-dnevne izloženosti štakora dvjema 

različitim dozama OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. ili 0,250 mg kg−1 tj.m.), utvrđeno je o dozi 

ovisno značajno smanjenje količine proteina rOat1 (~30 do ~50%) u BLM epitelnih stanica 

PK (odsječci S1 i S2 u kori) i rOat2 (~22%) u ČM PK (odsječci S3 u vanjskom tračku), 

dok je količina proteina rOat3 u BLM (odsječci S1 i S2 u kori) i rOat5 u ČM (odsječci S3 

u vanjskom tračku) PK ostala nepromijenjena, pri čemu su rezultati western analize u 

potpunosti podudarni s rezultatima dobivenim imunofluorescencijskom analizom. 

Dobiveni podatci upućuju na različiti stupanj osjetjivosti rOat/Slc22 proteina na učinke 

OTA (rOat1 > rOat2) uz izostanak učinka OTA na ekspresiju proteina rOat3 i rOat5. 

Istraživanja Jung i sur. (2001) na različitim segmentima PK bubrega miša (odsječci S1, 

S2 i S3), ukazuju da prijenosnici koji posreduju transepitelijalni prijenos, tj. unos različitih 

OA iz krvi u unutrašnjost stanice, a koji su smješteni u BLM epitelnih stanica PK (Oat1 i 

Oat3), iskazuju o dozi ovisan, saturabilan prijenos visokog afiniteta za OTA (Km vrijednost 

od 0,42 mM za Oat1 i 0,75 mM za Oat3), te da na opseg njihova prijenosa, tj. unosa OA 

izravan utjecaj ima prisutnost drugih kompetirajućih spojeva neovisno o njihovu podrijetlu, 

a koji predstavljaju supstrat za prijenos/unos putem istog sustava. Tako je istraživanjem 

funkcionalnih karakteristika uz dodatak različitih inhibirajućih supstrata (PAH, probenecid, 

piroksikam, oktanoična kiselina i citrinin) utvrđeno da proteini Oat1 i Oat3 iskazuju najviši 

afinitet za prijenos OTA (Oat1 > Oat3), dok je istovremeno afinitet proteina Oat1 za 

prijenos CIT najniži (Jung i sur., 2001.). Iz istraživanja Žlender i sur. (2009) razvidno je 

da alimentarna izloženost OTA u rasponu doza od 0,050-0,250 mg kg-1 tj.m. povisuje 

razinu ekspresije proteina rOat1, rOat2, rOat3, rOat5 u bubrezima štakora, dok izloženost 

dozi od 0,500 mg kg-1 tj.m. iskazuje suprotan učinak, odnosno umanjuje razinu njihove 

ekspresije. Iako su se u ovom doktorskom radu i istraživanju Žlender i sur. (2009) rabile 

jednake doze OTA (0,125 i 0,250 mg kg-1 tj.m.), opažene razlike u obrascima ekspresije 

prijenosnika Oat u bubrezima štakora, nastale su vjerojatno uslijed razlika u režimu 

izloženosti životinja OTA (10-dnevna izloženost svakog drugog dana vs. kontinuirana 

svakodnevna izloženost u trajanju 21 dan). Za pretpostaviti je, da je pri kratkotrajnoj 

ponovljenoj izloženosti (<7 dana), indukcija ekspresije bubrežnih rOat smještenih u 

epitelnim stanicama PK, u funkciji potencijalno učinkovitijeg izlučivanja OTA iz organizma, 

dok dugotrajnija ponovljena izloženost (>21 dan), ili izloženost višim dozama (>0,500 mg 
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kg-1 tj.m.) dovodi do smanjenja ekspresije specifičnih prijenosnika Oat, u ovom slučaju 

rOat1 (pri obje doze OTA) te rOat2 (pri dozi od 0,250 mg kg-1 tj.m. OTA). Nadalje, u 

pokusnim skupinama izloženim kombinaciji obje doze OTA i CIT, uočavaju se na gore 

opisane obrasce ekspresije rOat1 i rOat2, blago potencirani učinci u vidu dodatnog 

smanjenja njihove ekspresije, a koji ukazuju na mogući sinergistički učinak tih dvaju 

mikotoksina. Iako nisu utvrđene značajne promjene u ekspresiji proteina rOat3 i rOat5 pri 

izloženosti dvjema različitim dozama OTA, evidentan je, iako ne i statistički značajan 

porast ekspresije rOat3 pri izloženosti isključivo CIT, te statistički značajan porast 

ekspresije pri izloženosti kombinaciji mikotoksina (OTA+CIT) pri obje doze OTA (0,125 i 

0,250 mg kg-1 tj.m.), što također ukazuje na sinergistički učinak njihove kombinacije. 

Navedenom opažanju u prilog govori istraživanje Jung i sur. (2001) kojim je utvrđeno da 

je preferirani supstrat za rOat3 upravo CIT, čije nakupljanje unutar stanice dovodi do 

razvoja citrininom uzrokovane nefrotoksičnosti.  

Rezultati ovog doktorskog rada po prvi put opisuju inhibitorne učinke CIT na 

ekspresiju bubrežnih prijenosnika OA smještenih u ČM epitelnih stanica PK (odsječci S3 

u vanjskom tračku bubrega). Podatci dobiveni western analizom pokazali su da je 21-

dnevni tretman s CIT (2 mg kg-1 tj.m.), statistički značajno smanjio ekspresiju proteina 

rOat2 (~34%) i rOat5 (~61%), te su podudarni rezultatima provedene 

imunofluorescencijske analize, dok je ekspresija proteina rOat1 i rOat3  smještenih u BLM 

PK (odsječci S1 i S2 u kori) ostala statistički nepromijenjena, ukazujući tako na različit 

stupanj osjetljivosti membranskih prijenosnika OA na učinke CIT (rOat5 > rOat2), te na 

izostanak nefrotoksičnog učinka CIT na ekspresiju proteina rOat1 i rOat3 u bubrezima 

štakora. Iako su proteini rOat2 i rOat5 nedvojbeno prijenosnici OA, još uvijek nije u 

potpunosti razjašnjeno prenose li endogene i egzogene OA aktivnim prijenosom i/ili 

posredovanom difuzijom (Koepsell i Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Burckhardt, 2012.; 

Nigam, 2018.).  Neovisno o mehanizmu prijenosa OA, podatci ovog istraživanja jasno 

ukazuju da su membranski prijenosnici rOat2 i rOat5 ciljno mjesto toksičnih učinaka 

mikotoksina, poglavito CIT kojeg je kombinacija sa višom dozom OTA (0,250 mg kg-1 

tj.m.) također ukazala na blago potencirani učinak u vidu smanjenja ekspresije navedenih 

prijenosnika OA. 
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Kako je već ranije napomenuto, osnovni preduvjet razvoja mikotoksinima uzrokovane 

nefrotoksičnosti, jest njihov ulazak u epitelne stanice PK (Tsuda i sur., 1999.; Jung i sur., 

2001.; Zhang i sur., 2004.; Tachampa i sur., 2008.; Žlender i sur., 2009.). Iako se iz 

istraživanja Heussner i sur. (2002) može zaključiti da ulazak mikotoksina u epitelne 

stanice PK nije posredovan isključivo prijenosnicima OA, rezultati ovog istraživanja 

ukazuju na njihovu ključnu ulogu u prijenosu mikotoksina OTA i CIT. Nadalje, važno je 

napomenuti da toksikodinamske promjene u obrascima ekspresije prijenosnika OA, koje 

nastaju kao posljedica kontinuirane izloženosti niskim dozama mikotoksina ovise o nizu 

čimbenika; dozi i duljini trajanja izloženosti mikotoksinima, njihovim toksikokinetičkim 

svojstvima, zastupljenosti specifičnih prijenosnika OA u različitim odsječcima nefrona 

(odsječci S1, S2 i S3), afinitetu i kapacitetu prijenosnika tih mikotoksina te prisutnosti 

kompetirajućih spojeva u staničnom okruženju funkcionalnog epitela bubrega. 

(Burckhardt, 2012.; Gekle i sur. 1994.; Gekle i Silbernagl, 1998.; George i sur., 2017.). 

Također, ovdje treba dodatno naglasiti složeni mehanizam prijenosa endogenih i 

egzogenih OA, uključujući i mikotoksine, koji je posredovan s prijenosnicima Oat/Slc22 

(izmjenjivači DC/OA) na BLM PK bubrega (Pritchard, 1988.; Sweet i sur. 1997.; Wright i 

Dantzler, 2004.; Sweet 2005.). Iz istraživanja Žlendera i sur. (2009) može se konstatirati 

da inicijalni porast ekspresije bubrežnih rOat smještenih u BLM ili ČM, koji ima za cilj 

izlučiti OTA iz organizma, ujedno rezultira i pojačanim neto unosom OTA u epitelne 

stanice PK te njegovim pretjeranim nakupljanjem, što u konačnici rezultira toksičnim 

oštećenjem stanica, uslijed djelovanja OTA na neki od ranije opisanih načina. Iz rezultata 

ovog istraživanja razvidno je da nakupljanje OTA u stanici, pri kontinuiranoj izloženosti, 

dovodi do smanjenja ekspresije specifičnog rOat izravno povezanog s unosom OTA na 

BLM epitelnih stanica PK, u ovom slučaju rOat1 te do smanjenja ekspresije rOat2 

smještenog u ČM S3 odsječaka nefrona, nastalih kao posljedica toksičnog učinka OTA u 

stanici. Istodobno, promjene u ekspresiji drugog prijenosnika zastupljenog u BLM koji 

posreduje unos različitih OA; rOat3, nisu izražene, sve do trenutka kada se u okruženju 

stanice uslijed izloženosti kombinaciji mikotoksina, ne pojavi i CIT. S toksikološkog 

stajališta, osobito u smislu procjene zdravstvenih rizika izloženosti sirovinama 

kontaminiranim različitim mikotoksinima, promjene u ekspresiji rOat3, u vidu porasta, od 

iznimnog su značaja kada se radi o izloženosti kombinaciji mikotoksina (OTA +CIT), čega 
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je sigurna posljedica pojačani unos CIT, ali i OTA u epitelne stanice PK. S obzirom na 

visoki afinitet oba prijenosnika (rOat1 i rOat3) za prijenos OTA (Zingerle i sur. 1997.; Jung 

i sur., 2001.), te značajno kraće vrijeme poluvijeka eliminacije CIT (Reddy i sur. 1982.; 

Kumagai, 1985.), porast ekspresije rOat3 pri simultanoj kontinuiranoj izloženosti, imati će 

za posljedicu i povećan opseg unosa OTA u stanicu, uslijed njegova znatno duljeg 

poluvijeka eliminacije. Pretjerani unos i nakupljanje tih dvaju mikotoksina u stanici 

neizbježno će dovesti do ranije opisanih promjena ekspresije drugih prijenosnika OA, 

smještenih u ČM; rOat2 i rOat5, uslijed niza poremećaja staničnih funkcija poput inhibicije 

mitohondrijske respiracije i sinteze ATP, izraženijeg stvaranja reaktivnih kisikovih 

spojeva, prekida regulacije transkripcije, sinteze proteina i dr. (Adler i sur., 2009.; Bondy 

i sur., 2015.; Darif i sur., 2016.; Gan i sur., 2017.; Huang i Chan, 2016.; Qi i sur., 2014.; 

Rached i sur., 2007.; Raghubeer i sur. 2017.; Sauvant i sur., 2005.; Taniai i sur., 2014.; 

Wang i sur., 2012.; Zhu i sur., 2016.). Također, značajan čimbenik u razvoju 

nefrotoksičnosti uzrokovane izloženošću mikotoksinima jest i spoznaja da se OTA duž 

nefrona u velikoj mjeri i reapsorbira; 1/3 u distalnim i/ili sabirnim kanalićima, a 2/3 u ravnim 

PK (odsječci S3) posredstvom H+-dipeptid koprijenosnika Slc15a1 (Zingerle i sur. 1997). 

Dakle, za razliku od prijenosnika rOat1 i rOat3 koji svojim smještajem na BLM PK 

omogućuju prijenos OA iz međustaničnog prostora (krvi) u epitene stanice PK, 

prijenosnici rOat2 i rOat5 svojim smještajem na ČM PK omogućavaju sekreciju različitih 

OA u lumen kanalića formirajući tako primarni urin i/ili njihovu reapsorpciju (Koepsell i 

Endou, 2004.; Sweet, 2005.; Burckhardt, 2012.; Nigam, 2018.). Slijedom navedenog, lako 

je zaključiti kako istodobno narušeni mehanizmi izlučivanja OTA i CIT iz krvi u lumen PK, 

uz njihovo posljedično nakupljanje unutar stanice nekim od alternativnih puteva unosa, te 

aktivnošću prijenosnika koji osiguravaju njihovu reapsorpciju, doprinose razvoju sve 

izraženijih toksičnih učinaka. Štoviše, kako su PK bubrega sisavaca intrinzično mjesto 

aktivne sekrecije i reapsorpcije različitih fizioloških supstrata u formi OA (Burckhardt, 

2012.), mikotoksinima inducirana promjena ekspresije rOat proteina doprinosi sve 

izraženijem razvoju funkcionalnih poremećaja epitelnih stanica PK bubrega i 

posljedičnom nastanku nefrotoksičnosti.      

Blagotvorni učinci RSV opisani su u brojnim provedenim studijama, pri čemu je  RSV 

najčešće okarakteriziran kao spoj visokog antioksidativnog potencijala (Salehi i sur., 
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2018.). Dostupni literaturni podatci o međudjelovanju RSV i prijenosnika OA (Oat/Slc22) 

oskudni su, posebice kada se radi o in vivo istraživanjima. U istraživanju Jia i sur. (2016) 

utvrđeno je u in vivo i in vitro sustavima, da pri simultanoj administraciji RSV i 

antireumatika metotreksata, dolazi do značajno smanjenog unosa metotreksata u 

epitelne stanice bubrega, sugerirajući time inhibitorni učinak RSV na unos metotreksata 

u navedene stanice, posredovanog prijenosnicima iz Slc (Oat1 i Oat3) i ABC (P-gp i 

MDRP2) obitelji. Istim istraživanjem, utvrđeno je da je RSV umanjio toksične učinke u 

stanicama bubrežnog epitela nastale djelovanjem apliciranog metotreksata (Jia i sur., 

2016). Nadalje, u istraživanju farmakokinetike antihistaminika feksofenadina (FEX) 

provedenom na štakorima, Bedada i sur. (2016) utvrdili su da se dodatnim tretmanom 

RSV značajno produljuje vrijeme izloženosti FEX u smislu povišenja njegove maksimalne 

koncentracije (Cmax) u plazmi i površine ispod krivulje plazmatske koncentracije u 

vremenu (AUC od engl. area under the plasma concentration–time curve), uz istodobno 

zanemarive promjene poluvijeka eliminacije T1/2 i vršnog vremena Tmax. Zaključak je 

autora istraživanja da RSV ispoljava učinak u vidu učinkovite inhibicije prijenosnika P-gp 

u crijevima, mijenjajući time farmakokinetiku FEX (Bedada i sur., 2016.). Također, 

istraživanjem učinka RSV na rezistenciju tumorske stanične linije KBv200 pri primjeni 

citostatika, Quan i sur. (2008), utvrdili su da RSV značajno umanjuje ekspresiju MDR-1, 

P-gp i Bcl-2 gena, čineći time tumorske stanice podložnim djelovanju citostatika. U prilog 

tvrdnji Jia i sur. (2016) o inhibitornom učinku RSV na promet OA u bubregu, upućuju u 

ovom istraživanju utvrđene, značajno povišene koncentracije OTA u bubrezima životinja 

izloženih kombinaciji više doze OTA, CIT i RSV (Karaica i sur., 2020). Na tragu 

dosadašnjih spoznaja, kojima je utvrđeno da RSV može kompetitivno inhibirati unos 

raznih ksenobiotika i modulirati ekspresiju gena koji reguliraju promet različitih OA 

neovisno o njihovu podrijetlu, uzroke pojačanog nakupljanja OTA u tkivu bubrega 

možemo tumačiti na sljedeći način; iako bez provedbe detaljnih studija prijenosa ne 

možemo sa sigurnošću tvrditi radi li se izravno o inhibiciji unosa OA, u ovom slučaju OTA 

i CIT na BLM epitelnih stanica PK, iz dobivenih rezultata možemo zaključiti da je njihovo 

izlučivanje putem bubrega znatno umanjeno (Karaica i sur., 2020). Do smanjenog opsega 

izlučivanja mikotoksina, poglavito OTA, dolazi uslijed djelovanja RSV na neke od 

prijenosnika (pripadnika Slc/ABC obitelji) OTA, zastupljenih u ČM PK, posredstvom kojih 
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se OTA izlučuje u ultrafiltrat. Uz pretpostavku da RSV inhibira promet OA na BLM i ČM 

PK, bilo kompeticijom ili modulacijom ekspresije prijenosnika OA, možemo zaključiti da 

povišenje koncentracije OTA u tkivu bubrega nastaje kao posljedica smanjenog opsega 

izlučivanja uz njegov istodobni unos u stanice PK nekim od alternativnih puteva unosa 

(Heussner i sur., 2002.). U prilog tezi o modulaciji ekspresije prijenosnika OA djelovanjem 

RSV govori u ovom istraživanju utvrđen inhibitorni učinak RSV na ekspresiju proteina  

rOat2 i rOat5, u smislu dodatnog smanjenja njihove ekspresije pri simultanoj izloženosti 

kombinaciji više doze OTA, CIT i RSV.  Nadalje, ispitivanjem u uzorcima homogenata 

bubrežnog tkiva uzorkovanih u ovom istraživanju utvrđen je protektivni učinak RSV, u 

smislu sniženih vrijednosti MDA, kao pokazatelja peroksidacije lipida (Rašić i sur., 2018.), 

dok nažalost protektivni i/ili reparatorni učinak RSV na obrasce ekspresije prijenosnika 

OA (rOat) u bubrezima štakora nije utvrđen (Karaica i sur., 2020.). Štoviše, temeljem 

rezultata ovog istraživanja možemo zaključiti da je upotreba RSV uslijed njegovih 

blagotvornih bioloških karakteristika zapravo dvosjekli mač; iako je brojnim prijašnjim, a 

također i ovim istraživanjem utvrđeno da RSV iskazuje pozitivne učinke u smislu 

ublažavanja oksidativnog stresa, njegov učinak, ili učinak njegovih metabolita u smislu 

modulacije ekspresije gena uključenih u različite biološke procese očito nije povoljan i 

iziskuje provedbu dodatnih istraživanja. 

Kao što je ranije napomenuto, promjene u ekspresiji proteina rNa/K-ATPaze u 

bubrezima štakora, pri tretmanu s obje doze OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. ili 0,250 mg kg−1 

tj.m.), CIT (2 mg kg-1 tj.m.) ili njihovom kombinacijom nisu uočene, što ukazuje na 

odsutnost funkcionalnih poremećaja i oštećenja stanica PK, a koji nastaju kao posljedica 

dugotrajnije ponovljene izloženosti mikotoksinima (Berndt i sur., 1980.; Beneth i Klich, 

2003). Izloženost pokusnih skupina kombinaciji više doze OTA (0,250 mg kg−1 tj.m.) i CIT 

(2 mg kg-1 tj.m.), te izloženost istoj kombinaciji uz dodatak RSV uzrokovalo je smanjenje 

ekspresije r-aktina, što ukazuje na početak razvoja strukturnih oštećenja epitelnih 

stanica različitih odsječaka nefrona, uslijed njihova sinergističkog djelovanja. U sličnom 

in vivo pokusnom modelu u kojem je rabljena dvostruko veća doza OTA (0,500 mg kg-1 

tj.m.) od doze korištene u ovom istraživanju, nakon 15 dana uočena su strukturna 

oštećenja PK u vidu degenerativnih promjena i nekroze epitelnih stanica, prvenstveno S3 

odsječaka u medularnim zrakama i vanjskom tračku bubrega štakora (Žlender i sur., 
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2009.). Iz opaženih promjena obrazaca ekspresije rOat/Slc22 prijenosnika pri izloženosti 

pojedinom mikotoksinu ili njihovoj kombinaciji, uz istodobno manje izražene promjene u 

ekspresiji housekeeping proteina u bubrezima tretiranih životinja, možemo zaključiti da 

su učinci mikotoksina zasebno ili u kombinaciji specifični, u smislu njihova učinka 

prvenstveno na prijenosnike OA. 

Iz svega navedenog, može se zaključiti da izloženost niskim koncentracijama 

mikotoksina ili njihovoj kombinaciji, postepeno dovodi do razvoja homeostatskih 

poremećaja uslijed kompromitiranih funkcija prijenosa različitih endogenih (vitamini, hor-

moni, žučne soli, urati, metaboliti neurotransmitera i dr.) i egzogenih (lijekovi i njihovi me-

taboliti, teški metali, mikotoksini i drugi toksini) OA; prvenstveno poremećaja acidobaznog 

statusa samih epitelnih stanica, a u širem smislu i opće homeostaze organizma in toto, 

uslijed nemogućnosti epitelnih stanica da posreduju fiziološki prijenos endogenih spojeva 

koji se sekrecijom u PK izlučuju u ultrafiltrat. Štoviše, istodobno dodatno funkcionalno 

opterećenje epitelnih stanica raznim ksenobioticima, u ovom slučaju RSV, pogoršava 

razvoj nefrotoksičnih učinaka mikotoksina. 

Na kraju ove rasprave valja napomenuti višestruki značaj rezultata proizašlih iz 

ovog istraživanja. Prvenstveno, ponuđeni su odgovori na pitanja o nefrotoksičnim učincima 

mikotoksina pri pojedinačnoj izloženosti, ili izloženosti njihovoj kombinaciji, a koji opisuju 

složenost pozadinskih zbivanja pri razvoju poremećaja funkcija nefrona. Uslijed njihove 

kritične uloge pri koordinaciji sekrecije i reapsorpcije ksenobiotika, prijenosnici OA smješ-

teni u BLM i ČM imaju izravan utjecaj na izloženost epitelnih stanica nefrona ksenobioti-

cima i/ili njihovim metabolitima. U ovom istraživanju opisane toksikodinamske promjene 

ekspresije prijenosnika OA, odnosno njihov međusobni odnos u najvećoj mjeri određuje 

sudbinu različitih spojeva, u ovom slučaju mikotoksina OTA i CIT te posljedično i brojnih 

drugih endogenih spojeva u formi OA. Istodobno, navedene promjene u ekspresiji prijeno-

snika OA imaju izravan utjecaj na opseg toksičnog učinka raznih ksenobiotika i/ili njihovih 

metabolita koji se najčešće povećava kao izravna posljedica pojave smetnji u prometu ra-

zličitih OA. Nadalje, rezultati ovog istraživanja ukazuju na važnost proučavanja međudje-

lovanja mikotoksina sa prijenosnicima OA pri simultanoj izloženosti, poglavito s obzirom 

na promjene njihove ekspresije koja se razlikuje ovisno o tome radi li se o izloženosti po-

jedinom mikotoksinu ili njihovoj kombinaciji. Podatci proizašli iz istraživanja pri izloženosti 
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pojedinom mikotoksinu ili njihovoj kombinaciji ukazuju na specifičnu osjetljivost određenih 

prijenosnika OA u vidu izraženih promjena njihove ekspresije, a u ovisnosti o njihovom 

smještaju (BLM ili ČM) u stanici te apliciranom mikotoksinu. Dobiveni rezultati nadalje u-

kazuju na potencirani učinak ispitivane kombinacije mikotoksina na pojedine istraživane 

prijenosnike. Opaženi obrasci ekspresije housekeeping proteina smještenih na BLM 

(rNa/K-ATPaza) ili ČM (r-aktin) epitelnih stanica kanalića različitih zona nefrona, također 

ukazuju na specifične učinke mikotoksina ili njihove kombinacije na ekspresiju prijenosnika 

OA. Naposljetku, rezultati dobiveni istraživanjem učinaka RSV ukazuju na važnost pro-

vedbe daljnjih istraživanja uporabe RSV uslijed nedovoljno jasnih i nedvosmislenih poda-

taka o njegovim  biološkim učincima. 

Iako je središnji interes ovog istraživanja bio procijeniti nefrotoksične učinke pri 

kontinuiranoj izloženosti niskim dozama mikotoksina, zasebno ili u njihovoj kombinaciji, te 

mogući protektivni/ reparatorni učinak RSV u pokusnom modelu štakora, nije suvišno ovdje 

napomenuti praktičnu vrijednost dobivenih rezultata u smislu njihove primjene i 

interpretacije u suvremenoj farmakološkoj znanosti. Naime, brojni lijekovi koji se koriste u 

raznim terapijskim postupcima (ACE inhibitori, diuretici, antineoplastici, β-laktamski 

antibiotici, antidijabetici, imunosupresivi, nesteroidni protuupalni lijekovi i dr.), imajući formu 

OA, upravo su supstrati ovdje proučavanih Oat/Slc22 prijenosnika te se vrlo često 

primjenjuju u različitim kombinacijama. Proučavanje međudjelovanja samih lijekova i/ili 

njihovih metabolita te njihovog međudjelovanja sa raznim prijenosnicima, središnji je 

interes suvremene farmakološke znanosti i još uvijek vrvi brojnim nepoznanicama.  
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6. ZAKLJUČCI 

6.1 Specifičnost primarnih protutijela 

Specifičnost protutijela koja su u ovom doktorskom radu rabljena za detekciju bubrežnih 

proteina potvrđena je metodama imunofluorescencijske i western analize u pokusnom 

modelu štakora. U tu svrhu utvrđeni su optimalni uvjeti za specifično vezanje primarnih 

protutijela za proteine u: a) kriosekcijama bubrega štakora (tretman alkoholima i de-

terdžentima uz zagrijavanje u citratnom puferu pH 6) i b) uzorcima USM izdvojenih iz 

bubrega štakora (denaturacija proteina u nereducirajućim uvjetima pri 65 oC).   

6.1.1 Specifičnost protutijela za detekciju proteina rOat u bubrezima štakora  

 Upotrebom imunofluorescencijske analize, protutijela Oat1-Ab i Oat3-Ab specifi-

čno su obojila proteine rOat1 i rOat3 u BLM epitelnih stanica PK (odsječci S1 i S2) 

smještenih u kori, a protutijela Oat2-Ab i Oat5-Ab specifično su obojila proteine 

rOat2 i rOat5 u ČM epitelnih stanica PK (odsječci S3) smještenih u vanjskom tra-

čku bubrega štakora. 

 Upotrebom western analize, protutijela za OA specifično su obilježila proteine rOat 

u uzorcima USM izdvojenim iz bubrega štakora detektirajući jednu proteinsku 

prugu od ~68 kDa (rOat1; Oat1-Ab), ~66 kDa (rOat2; Oat2-Ab), ~66 kDa (rOat3; 

Oat3-Ab) i ~72 kDa (rOat5; Oat5-Ab).   

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno pokazuju da nekomercijalna poliklonska pro-

tutijela za OA (Oat1-Ab, Oat2-Ab, Oat3-Ab i Oat5-Ab; Tablica 1) specifično pre-

poznaju proteine rOat (rOat1, rOat2, rOat3 i rOat5) u bubrezima te su stoga prik-

ladna za istraživanja stanične lokalizacije i ekspresije membranskih prijenosnika 

za OA metodama imunofluorescencijske i western analize u pokusnom modelu 

štakora.  
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6.1.2 Specifičnost protutijela za detekciju housekeeping proteina u bubrezima 

štakora  

 Upotrebom imunofluorescencijske analize, protutijelo Na/K-ATPaza-Ab specifično 

je obojilo BLM  epitelnih stanica u različitim kanalićima smještenim u svim zonama 

nefrona štakora, a protutijelo -aktin-Ab specifično je obojilo epitelne stanice koje 

oblažu glomerularno klupko i ČM epitelnih stanica PK smještenih u kori (odsječci 

S1 i  S2) i vanjskom tračku (odsječci S3) bubrega štakora.  

 Upotrebom western analize, protutijela za housekeeping proteine specifično su o-

bilježila jednu proteinsku prugu od ~110 kDa (-podjedinica rNa/K-ATPaze;  Na/K-

ATPaza-Ab) i ~40 kDa (r-aktin-aktin-Ab) u uzorcima USM izdvojenim iz bub-

rega štakora. 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno pokazuju da komercijalna monoklonska pro-

tutijela Na/K-ATPaza-Ab i -aktin-Ab (Tablica 1) specifično prepoznaju proteine 

rNa/K-ATPazu i r-aktin u bubrezima te su stoga prikladna za istraživanja stanične 

lokalizacije i ekspresije housekeeping proteina metodama imunofluorescencijske i 

western analize u pokusnom modelu štakora. 

 

 

6.2 Pojedinačni učinci mikotoksina (ili OTA ili CIT) 

Pojedinačni učinci mikotoksina na ekspresiju bubrežnih proteina istraženi su upotrebom 

specifičnih primarnih Ab nakon 21-dnevnog tretmana pojedinačnim mikotoksinima (ili 

OTA ili CIT) u pokusnom modelu štakora pri čemu je izmjerena količina proteina tijekom 

western analize bila usklađena s intenzitetom fluorescencijskog bojenja tijekom i 

imunofluorescencijske analize. Dobiveni rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na 

različite mehanizme kojima OTA i CIT reguliraju ekspresiju membranskih prijenosnika za 

OA u bubrezima štakora, ako se primjene u pojedinačnoj formi (ili OTA ili CIT).  
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6.2.1 Pojedinačni učinci OTA  

6.2.1.1 Pojedinačni učinci OTA na ekspresiju membranskih prijenosnika OA u 

bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman s dvije doze OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. ili 0,250 mg kg−1 tj.m.) je 

u ovisnosti o dozi značajno smanjio količinu proteina rOat1 (~30 do ~50%) u BLM 

PK (odsječci S1 i S2) smještenih u kori i proteina rOat2 (~22%) u ČM PK (odsječci 

S3) smještenih u vanjskom tračku bubrega štakora, dok je količina proteina rOat3 

(bazolateralna membrana, odsječci S1 i S2, kora) i proteina rOat5 (četkasta mem-

brana, odsječci S3, vanjski tračak) ostala nepromijenjena.  

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na različit stupanj osjetljivosti mem-

branskih prijenosnika OA na učinke OTA (rOat1 vs. rOat2) u bubrezima štakora te 

izostanak nefrotoksičnih učinaka OTA na ekspresiju proteina rOat3 i rOat5. 

 

6.2.1.2 Pojedinačni učinci OTA na ekspresiju housekeeping proteina u 

bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman s dvije doze OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. ili 0,250 mg kg−1 tj.m.) 

nije promijenio ekspresiju, tj. količinu proteina rNa/K-ATPaze i r-aktina u bubre-

zima štakora, niti inducirao morfološka oštećenja kanalića u nefronu štakora. 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno pokazuju da je regulacija ekspresije proteina 

rNa/K-ATPaze i r-aktina u bubrezima štakora neosjetljiva na učinke OTA, u slu-

čaju kada se isti primjeni samostalno.   
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6.2.2 Pojedinačni učinci CIT  

6.2.2.1 Pojedinačni učinci  CIT na ekspresiju membranskih prijenosnika OA u 

bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman s CIT (20 mg kg−1 tj.m.) značajno je smanjio količinu proteina 

rOat2 (~34%) i rOat5 (~61%) u ČM PK (odsječci S3) koji su smješteni u vanjskom 

tračku bubrega, dok je količina proteina rOat1 i rOat3 u BLM PK (odsječci S1 i S2) 

smještenih u kori bubrega, ostala nepromijenjena.  

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na različit stupanj osjetljivosti mem-

branskih prijenosnika za OA na učinke CIT (rOat2 vs. rOat5) u bubrezima štakora 

te izostanak nefrotoksičnog učinka CIT na ekspresiju proteina rOat1 i rOat3.  

 

6.2.2.2 Pojedinačni učinci CIT na na ekspresiju housekeeping proteina u 

bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman s CIT (2 mg kg−1 tj.m.) nije promijenio ekspresiju, tj. količinu 

housekeeping proteina u bubrezima štakora uključujući rNa/K-ATPazu i r-aktin, 

niti je inducirao morfološka oštećenja kanalića u nefronu štakora. 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno pokazuju da je regulacija ekspresije istraži-

vanih housekeeping proteina rNa/K-ATPaze i r-aktina u bubrezima štakora neo-

sjetljiva na učinke CIT, ako se isti primjeni sam.   

 

6.3 Združeni učinci mikotoksina (OTA + CIT)  

Združeni učinci OTA i CIT na ekspresiju bubrežnih proteina istraženi su upotrebom 

specifičnih primarnih Ab nakon 21-dnevnog tretmana sa smjesom mikotoksina (OTA + 

CIT) u pokusnom modelu štakora pri čemu je izmjerena količina proteina tijekom western 

analize bila usklađena s intenzitetom fluorescencijskog bojenja tijekom 

imunofluorescencijske analize. Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na važnost 

interakcija mikotoksina u združenoj smjesi (OTA + CIT) koje u bubrezima štakora različito 

reguliraju mehanizme proteinske ekspresije u odnosu na tretman s pojedinačnim 

mikotoksinima (ili OTA ili CIT). 
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6.3.1 Združeni učinci mikotoksina (OTA + CIT) na ekspresiju membranskih  

prijenosnika OA u bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala bilo manju dozu OTA 

(0,125 mg kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), bilo veću dozu OTA (0,250 mg 

kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), značajno je promijenio razinu ekspresije 

proteina rOat u BLM PK (odsječci S1 i S2) u kori bubrega; u ovisnosti o dozi koli-

čina proteina rOat1 se smanjila (~37 do ~63%), a količina proteina rOat3 se po-

većala (1,39 do 1,74 puta).  

 21-dnevni tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala veću dozu OTA (0,250 

mg kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), značajno je smanjio količinu proteina 

rOat2 (~32%) i rOat5 (~65%) u ČM PK (odsječci S3) u vanjskom tračku bubrega 

dok se razina njihove ekspresije nije promijenila tretmanom sa smjesom mikoto-

ksina koja je sadržavala manju dozu OTA (0,125 mg kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 

tj.m. CIT). 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na: 

o različit stupanj osjetljivosti membranskih prijenosnika za OA na združene 

učinke mikotoksina (OTA + CIT) u bubrezima štakora. 

o važnost interakcija mikotoksina u združenoj smjesi (OTA + CIT) koje razli-

čito utječu na regulacijske mehanizme ekspresije bubrežnih proteina rOat 

smještenih u BLM PK (rOat1 vs. rOat3).  

o važnost interakcija mikotoksina u združenoj smjesi (OTA + CIT) koje razli-

čito reguliraju mehanizme ekspresije membranskih prijenosnika za OA u 

bubrezima štakora u odnosu na tretman s pojedinačnim mikotoksinima  (ili 

OTA ili CIT). 

 

6.3.2 Združeni učinci mikotoksina (OTA + CIT) na ekspresiju housekeeping  

proteina u bubrezima štakora: 

 21-dnevni tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala veću dozu OTA (0,250 

mg kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), značajno je smanjio ekspresiju, tj. količinu 
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proteina r-aktina (~30%), ali ne i ekspresiju, tj. količinu proteina rNa/K-ATPaze u 

bubrezima štakora, dok se njihova razina ekspresije nije promijenila nakon tret-

mana smjesom mikotoksina koja je sadržavala manju dozu OTA (0,125 mg kg−1 

tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT). 

  21-dnevni tretman smjesom mikotoksina koja je sadržavala bilo manju OTA 

(0,125 mg kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), bilo veću dozu OTA (0,250 mg 

kg−1 tj.m. OTA + 2 mg kg−1 tj.m. CIT), nije inducirao morfološka oštećenja kanalića 

u nefronu štakora. 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na: 

o različitu osjetljivost housekeeping proteina na združene učinke mikotoksina 

(OTA + CIT) u bubrezima štakora (rNa/K-ATPaza vs. r-aktin). 

o važnost interakcija mikotoksina u združenoj smjesi (OTA + CIT) koje razli-

čito utječu na regulacijske mehanizme ekspresije -aktina u bubrezima šta-

kora u odnosu na tretman s pojedinačnim mikotoksinima (ili OTA ili CIT). 

 

6.4 Združeni učinci mikotoksina i resveratrola (OTA + CIT + RSV) 

Združeni učinci mikotoksina (OTA i CT) i antioksidansa RSV istraženi su metodama 

western i imunofluorescencijske analize upotrebom specifičnih Ab nakon 21-dnevnog 

tretmana sa smjesom (OTA + CIT + RSV) u pokusnom modelu štakora pri čemu je 

izmjerena količina proteina tijekom western analize bila usklađena s intenzitetom 

fluorescencijskog bojenja tijekom imunofluorescencijske analize. Rezultati ovog 

doktorskog rada jasno ukazuju na odsustvo protektivnog učinka antioksidanta RSV na 

smanjenu razinu ekspresije različitih bubrežnih proteina uslijed nefrotoksičnih učinaka 

OTA i CIT u pokusnom modelu štakora.  

 

6.4.1 Združeni učinci mikotoksina i resveratrola (OTA + CIT + RSV) na ekspresiju 

membranskih prijenosnika OA u bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman smjesom mikotoksina i resveratrola (0,250 mg kg−1 tj.m.  OTA 

+ 2 mg kg−1 tj.m. CIT + 20 mg kg−1 tj.m. RSV) značajno je smanjio ekspresiju, tj. 
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količinu proteina rOat1 (~65%), rOat2 (~72%) i rOat5 (~89%) u bubrezima štakora, 

dok je količina proteina rOat3 ostala nepromijenjena.   

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na: 

o različit stupanj osjetljivosti proteina rOat (rOat1 < rOat2 < rOat5) te odsustvo 

osjetljivosti proteina rOat3 na združene učinke mikotoksina i resveratrola 

(OTA + CIT + RSV) u bubrezima štakora. 

o odsustvo protektivnog učinka antioksidansa RSV na smanjenu razinu eks-

presije membranskih prijenosnika za OA (rOat1, rOat2 i rOat3) u bubrezima 

uslijed nefrotoksičnih učinaka OTA i CIT u pokusnom modelu štakora.  

 

6.4.2 Združeni učinci mikotoksina i resveratrola (OTA + CIT + RSV) na ekspresiju 

housekeeping proteina u bubrezima štakora 

 21-dnevni tretman smjesom mikotoksina i resveratrola (0,250 mg kg−1 tj.m.  OTA 

+ 2 mg kg−1 tj.m. CIT + 20 mg kg−1 tj.m. RSV) značajno je smanjio ekspresiju, tj. 

količinu bubrežnog proteina r-aktina (~24%), ali ne i proteina rNa/K-ATPaze. 

 Rezultati ovog doktorskog rada jasno ukazuju na: 

o Različiti stupanj osjetljivosti istraživanih housekeeping proteina  na tretman 

sa smjesom mikotoksina i resveratrola (OTA + CIT + RSV) u bubrezima 

štakora (rNa/K-ATPaza vs. r-aktin).  

o odsustvo protektivnog učinka RSV na smanjenu razinu ekspresije proteina 

r-aktina  u bubrezima uslijed nefrotoksičnih učinaka OTA i CIT u pokusnom 

modelu štakora.  
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Rezultati ovog doktorskog rada mogli bi:  

 Pridonijeti boljem razumijevanju pojedinačnih (ili OTA ili CIT) i združenih (OTA + 

CIT) učinaka mikotoksina u pokusnom modelu štakora na regulaciju ekspresije: 

o membranskih prijenosnika za OA (rOat1/Slc22a6 i rOat3/Slc22a8) na BLM 

epitelnih stanica PK (odsječci S1 i S2) smještenih u kori bubrega. 

o membranskih prijenosnika za OA (rOat2/Slc22a7 i rOat5/Slc22a19) na ČM 

epitelnih stanica PK (odsječci S3) smještenih u vanjskom tračku bubrega.  

o housekeeping proteina na bazolateralnoj (rNa/K-ATPaza) ili četkastoj (r-

aktin) membrani različitih kanalića u različitim zonama nefrona štakora. 

 Ukazati na kompleksnu regulaciju ekspresije membranskih prijenosnika za OA 

smještenih na obje membranske domene u epitelnim stanicama PK pri nastanku 

nefrotoksičnosti bilo pojedinačnim (ili OTA ili CIT), bilo združenim (OTA+CIT) mi-

kotoksinima u pokusnom modelu štakora. 

 Ukazati na kompleksnu regulaciju ekspresije housekeeping proteina smještenih 

na obje membranske domene u epitelnim stanicama PK pri nastanku nefrotoksi-

čnosti bilo pojedinačnim (ili OTA ili CIT), bilo združenim (OTA+CIT) mikotoksinima 

u pokusnom modelu štakora. 

 Ukazati na važnost interakcija mikotoksina koje u združenoj smjesi (OTA + CIT)  

različito reguliraju mehanizme ekspresije bubrežnih proteina u odnosu na tretman 

s pojedinačnim mikotoksinima  (ili OTA ili CIT).  

 Ukazati na važnost daljnjih istraživanja združenih učinaka OTA i CIT u pokusnom 

modelu štakora te drugih mikotoksina prisutnih u sirovinama i namirnicama nami-

jenjenih prehrani ljudi i životinja. Međudjelovanje mikotoksina i njihovih prijenos-

nika može se očitovati promjenama u regulaciji mehanizama ekspresije različitih 

bubrežnih proteina, te stoga može doprinijeti nastanku i razvoju različitih patofizi-

oloških poremećaja funkcije bubrega.   

 Ukazati na odsustvo protektivnog/reparatornog učinka antioksidansa RSV na sma-

njenu razinu ekspresije bubrežnih housekeeping i rOat proteina uslijed nefrotoksi-

čnih učinaka mikotoksina (OTA + CIT) u pokusnom modelu štakora. 
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 Ukazati na važnost daljnjih istraživanja mogućih učinaka RSV na nefrotoksične 

učinke mikotoksina u pokusnom modelu štakora rabeći novi dizajn pokusa s dru-

gačijom aplikacijom, dozama i trajanjem tretmana.  

 Pridonijeti boljem razumijevanju patofiziologije bubrežnih funkcija u ljudi i životinja 

pri nastanku nefrotoksičnosti uzrokovane mikotoksinima. 

 Pomoći u planiranju budućih mikotoksikoloških istraživanja u štakora kao učestalo 

rabljenog pokusnog modela u bazičnim i predkliničkim istraživanjima. 
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8. POPIS KRATICA 

 

KG  alfa-ketoglutarat 

Ab   Antibody; protutijelo 

ANOVA  Analysis of variance; analiza varijance  

APS  Ammonium persulfate; amonij persulfat 

ABC   Adenosine triphosphate-binding cassette  

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; 5-bromo-4-kloro-3-indolil 

fosfat 

BEN  Balkanska endemska nefropatija 

BLM  Bazolateralna membrana 

BMD  Benchmark dose; granična doza 

BMDL  Benchmark dose lower confidence limit; granična doza s nižom 

granicom pouzdanosti 

-aktin  Beta-actin; beta-aktin 

BSA  Bovine serum albumin; albumin goveđeg seruma 

DNA  Deoxyribonucleic acid; deoksiribunukleinska kiselina 

cDNA  Complementary deoxyribonucleic acid; komplementarna                         

deoksiribunukleinska kiselina 

CIT  Citrinin 

COX-2   cyclooxygenase-2; ciklooksigenaza 2 

CY3  Cyanine dye 3; boja cijanin 3  

ČM  Četkasta membrana 

deH2O  Destilirana voda 

DK   Distalni zavijeni kanalić  

DUKHP  Debeli uzlazni krak Henleove petlje 

EFSA European Food Safety Authority; Europska agencija za sigurnost 

hrane 

ERK 1/2  Extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 
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FAO Food and Agriculture Organization;  Organizacija za hranu i 

poljoprivredu Ujedinjenih naroda 

FDA Food and Drug Administration; Američka agencija za hranu i 

lijekove  

FEX antihistaminik feksofenadin 

FITC Fluorescein isothiocyanate; fluorescein-izotiocijanat 

G   Glomerul 

GAM-AP Goat anti mouse-alkaline phosphatase; kozje protutijelo protiv 

mišjeg imunoglobulina klase G obilježeno enzimom alkalna 

fosfataza 

GAM-FITC Goat anti mouse-fluorescein izotiocijanat; kozje protutijelo protiv 

protiv mišjeg imunoglobulina klase G obilježeno bojom 

fluorescein-izotiocijanat 

GAR-AP Goat anti rabbit-alkaline phosphatase; kozje protutijelo protiv 

kunićjeg imunoglobulina klase G obilježeno enzimom alkalna 

fosfataza                                  

GAR-CY3 Goat anti rabbit-CY3; kozje protutijelo protiv kunićjeg 

imunoglobulina klase G obilježeno bojom cijanin 3 indolil fosfat 

GSH  Glutathione; glutation  

GSSG Glutathione disulfide; glutation disulfid  

GST Glutathione S-transferase; glutation S-tranferaza 

HS-PBS  High salt-phosphate buffered saline; fosfatni pufer zasićen s NaCl 

IARC International Agency for Research on Cancer; Međunarodna 

agencija za istraživanje raka  

IgG  Immunoglobulin G;  Imunoglobulin klase G 

i.p.   Intraperitonealno 

IL   Interleukin 

IUPAC International Union for Pure and Applied Chemistry; Međunarodna 

unija za čistu i primijenjenu kemiju 

JNK c-Jun-NH2 terminal kinase;  c-Jun N-terminalna kinaza 

kDa Kilodalton 
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LD50  Lethal dose 50% doza koja uzrokuje smrt 50% jedinki  

MAPK  Mitogen-activated protein kinases; mitogenom aktivirane protein 

kinaze  

MDA Malondialdehid 

MFS Major Facilitator Superfamily; superobitelj membranskih 

prijenosnih proteina  

MOE   Margin of exposure; granica izlaganja  

MRP2  Multidrug resistance-associated protein 2; protein višestruke 

rezistencije na lijekove 2 

Mr   Relative molecular mass; relativna molekularna masa 

mRNA  Messenger ribonucleic acid; glasnička ribonukleinska kiselina 

MWM  Molecular weight marker; proteinski biljeg molekularne mase 

N.S.  Not significant; bez statističke značajnosti 

Na/K-ATPasa Sodium-potassium adenosine triphosphatase; Na/K-adenozin  

  trifosfataza 

NaDC3   Sodium-coupled high-affinity dicarboxylate transporter; XY 

NBT  Nitro blue tetrazolium chloride; nitro plavi tetrazolium klorid 

NOAEL  No-observed-adverse-effect-level; razina bez uočenog štetnog      

učinka 

NLT  Novel liver-specific transporter 

NPT4  Sodium-dependent phosphate transport protein 4; prijenosnik 

natrija i fosfata 4 

Nrf-2  Nuclear factor erythroid 2-related factor 

OA  Organic anion; organski anioni 

Oat/OAT             Organic anion transporter; prijenosnik organskih aniona; Oat u ži-

votinja/OAT u čovjeka 

OD  Optical density; optička gustoća 

OK  organski kationi 

OTA  Okratoksin A 

PAH  Para-aminohipurat  

PBS  Phosphate buffered saline; fosfatni pufer 



143 
 

PK   Proksimalni kanalić 

PMSF  Phenylmethylsulfonyl fluoride; fenil-metil-sulfonil fluorid  

PVDF  Polyvinylidene fluoride; poliviniliden fluorid 

RASFF Rapid Alert System for Food and Feed;  Europski sustav brzog uz-

bunjivanja za sigurnost hrane i hrane za životinja 

RNA Ribonucleic acid; ribonukleinska kiselina 

RMR  Red mould rice; kolorant hrane proizveden fermentacijom riže  

pomoću gljivice Monascus   

RSV Resveratrol 

S (1, 2, 3)  Segment; odsječak proksimalnih kanalića 

SDS Sodium dodecyl sulfate; natrij dodecil sulfat  

SDS-PAGE Sodium dodecyl dulfate-polyacrylamid gel elektorophoresis; natrij 

dodecil sulfat elektroforeza u gelu poliakrilamida 

SK   Sabirni kanalić 

Slc22/SLC22 Solute carrier family 22; obitelj membranskih prijenosnika 

otopljenih tvari (Slc u životinja/SLC u čovjeka) 

SOD superoksid dismutaza  

TAE  Tris-acetate-EDTA; tris-acetat-etilendiamin tetraoctena kiselina 

TEA   Tetraetilamonij  

USM  Total cell membrane; ukupne stanične membrane 

TEMED  Tetramethylethylenediamine; tetra-metil-etilen-diamin  

TNFα   Tumour necrosis factor alpha;  faktor nekroze tumora-αlfa 

tj.m.  Tjelesna masa 

TMD  Transmembranska domena 

WHO  World Health Organization; Svjetska zdravstvena organizacija 
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10. PRILOZI 
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Tablica 1. Primarna protutijela (Ab). 

Tablica 2. Sekundarna protutijela.  

Tablica 3. Smjesa za pripremu poliakrilamidnih gelova. 
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Slika 1. Kemijska struktura okratoksina A.       

Slika 2. Kemijska struktura citrinina. 

Slika 3. Kemijska struktura resveratrola. 

Slika 4. Shematski prikaz poprečnog presjeka bubrega. 

Slika 5. Shematski prikaz sekundarne strukture proteina SLC obitelji. 

Slika 6. Shematski prikaz aktivnog prijenosa organskih aniona u bubrezima. 

Slika 7. Ispitivanje protutijela za detekciju proteina rOat u bubrezima štakora.   

 

Slika 8. Ispitivanje protutijela za detekciju housekeeping proteina u bubrezima štakora. 
 
Slika 9. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora. 

Slika 10. Učinak okratoksina A na ekspresiju proteina r-aktina u bubrezima štakora. 

Slika 11. Učinak citrinina na ekspresiju proteina rNa/K-ATPaze u bubrezima štakora. 

Slika 12. Učinak citrinina na ekspresiju proteina r-aktina u bubrezima štakora. 
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