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POPIS KRATICA

AAPH - azobis amidinopropan dihidroklorid
ANG Il - ANGiotenzin Il

AOPP - napredni oksidirani proteinski proizvodi (engl. Advanced Oxidation Protein
Products)

Apo B - apoprotein B

BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)
CGMP - ciklicki gvanozin monofosfat

CRP - C-rekativni protein

CVI - cerebrovaskularni inzult

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

ELISA - engl. Enzime-Lynked Immunosorbent Assay

FRAP - antioksidativni kapacitet plazme (engl. Ferric Reducing Ability of Plasma)
GPx4 - glutation peroksidaza 4

GSH/GSSG - reducirani/oksidirani glutation

4-HNE - 4-hidroksinonenal

H,0; - vodikov peroksid

HOCI - hipoklorna kiselina

IBS - ishemicna bolest srca

MDA - malondialdehid

MPO - mijeloperoksidaza

NaCl - natrijev klorid



NADPH - nikotinamid dinukleotid fosfat

NO - dusikov oksid

O? - kisikov ion

oxLDL - oksidirani lipoprotein niske gustoce (engl. Oxidized Low-density Lipoprotein)
PMA - forbol 12-miristat 13-acetat

RAS - renin-ANGiotenzin sustav

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

SOD - superoksid dismutaza

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

TAC - ukupni antioksidacijski kapacitet

TBARS - reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (engl. Thiobarbituric Acid Reactive

Substances)

TNF - faktor nekroze tumora
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1. UvOD

1.1. Sol

Sol je zadnjih nekoliko tisu¢a godina smatrana isklju¢ivo zdravom, korisnom i
potrebnom za Zivot. Tada je bila potrebna za konzerviranje hrane, a danas, kako imamo bolju
tehnologiju i druge nacine Cuvanja hrane, prekomjerno dodavanje soli postaje visSak (1).
Veliki broj istrazivanja potvrduje kuhinjsku sol kao bitan ¢imbenik koji odreduje visinu
arterijskog tlaka. Postoji povezanost s koronarnom bolesti, hipertrofijom lijeve klijetke, CVI-
em, mikroalbuminurijom te sudjeluje i u procesu aterotrombogeneze. Dokazano je da
prekomjeran unos kuhinjske soli predstavlja ¢imbenik rizika za osteoporozu, nefrolitijazu,
karcinom zeluca, nazofarinksa i dr. (2). Trenutno se u Europi dnevno unosi 10 - 12 g/dan, dok
je preporuka SZO-a 5 - 6 g/dan (1). Takvo smanjenje ima veliki u¢inak na krvni tlak, ali nije
idealno. Daljnje smanjenje na 3 g/dan imalo bi jaci uéinak te bi trebalo postati dugoroéni cilj
za unos soli u svijetu (3). Kada bi se smanjio unos soli za samo 1 g/dan, sprijecilo bi se 6 700
smrti na godinu od cerebrovaskularnih inzulta i ishemi¢ne bolesti srca. Gledajuc¢i ukupno
svjetsko stanovniStvo, smanjenjem unosa kuhinjske soli na 6 g/dan, sprije¢ilo bi se oko 2,5
milijuna smrti na godinu od CVI-a i IBS-a. 5 % soli unosimo prirodnim izvorima, 15 %
dodajemo sami, a najveci dio (75 - 80 %) unosimo bez znanja, najveéim dijelom iz gotovih 1
polugotovih prehrambenih proizvoda. Zbog takve situacije u raznim drzavama svijeta
pokrenuti su nacionalni programi koji se promicu i na svjetskoj razini. Tako je i u Hrvatskoj
ozivjela Hrvatska inicijativa za smanjenje prekomjernog unosa kuhinjske soli "Manje soli-vise
zdravlja”. Smanjenje unosa bitno je provoditi u starijih osoba i djece. Kod starijih jer je
hipertenzija osjetljiva na sol, a kod djece jer je lakSe mijenjati loSe navike u ranijoj dobi (1).
Cilj je radi prevencije pucanstvo upoznati s rizicima, organizirati putem vladinih institucija i u
suradnji s proizvoda¢ima hrane deklaraciju koli¢ine NaCl-a u namirnicama (2). Postoji niz
znanstvenih dokaza o pozitivnoj povezanosti izmedu smanjenja unosa soli i snizenja

arterijskog tlaka te smanjenja svih komplikacija i nepovoljnih zdravstvenih ishoda (1).
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1.2. Oksidativni stres i markeri oksidativnog stresa

Koncept oksidativnog stresa iznesen je 1985. godine (4). Oksidativni stres je normalan
fenomen u ljudskom tijelu (5). Predstavlja ga neravnoteza izmedu oksidansa i antioksidansa
(5, 6), u korist oksidansima, koja vodi do oStecenja (6, 7). Oksidansi su normalni produkti
aerobnog metabolizma, ali njihova proizvodnja moze biti poviSena u patofizioloSkim
stanjima. Relativnu ravnotezu odrzavaju antioksidansi (6). Do poremecaja ravnoteze izmedu
nastajanja radikala i antioksidacijske obrane moze do¢i zbog mehanickih oStecenja, bakterija,
virusa, toksina, a kao posljedica dolazi do gubitka antioksidansa, povecanja koli¢ine

oksidansa ili akumulacije oSte¢enih i promijenjenih molekula (8).

Slobodni radikali su kemijske vrste koje imaju jedan nesparen elektron u vanjskoj
orbitali i zbog toga su visoko reaktivne elektrofilne vrste. Reagiraju s anorganskim i
organskim spojevima, kao §to su proteini, lipidi, ugljikohidrati i nukleinske kiseline. Mogu se
povezati s gotovo svim atomima, ali su od najveceg znacaja atomi kisika, dusika i ugljika (8).
Slobodni radikali sudjeluju u velikom broju reakcija u kojima se stvaraju reaktivni metaboliti.
To su, na primjer, superoksidni, hidroksilni, hidroperoksilni radikal, vodikov peroksid,

peroksil radikal, singlet kisik, duSikov oksid, peroksinitrit i hipoklorna kiselina (8, 9).

Antioksidansi mogu biti velike molekularne mase, kao i male, takoder mogu biti
endogeni i egzogeni. U antioksidanse velike molekularne mase spadaju superoksid dismutaza,
katalaza i glutation peroksidaza, a od proteina albumin, transferin i metalotioneini. Endogeni
antioksidansi male molekularne mase su uri¢na kiselina, lipoi¢na kiselina, glutation 1 ubikinol.
Od egzogenih razlikujemo vitamin C i E i flavonoide (9). Zastita od oksidativnog stresa je
organizirana na 3 razine. Na prvoj se sprjecava stvaranje slobodnih radikala. To je moguce
posti¢i odrzavanjem niskog tlaka kisika u tkivima, “zatvaranjem” enzima koji stvaraju radikale
u peroksisome, lizosome, mitohondrije te vezanjem iona Zeljeza, bakra, hemoglobina i hema u
komplekse s proteinima (transferin, feritin, ceruloplazmin, albumin, haptogobin,
hemopeksin). Ako sprjeCavanje stvaranja radikala ne uspije, na sljedecoj razini, ve¢ stvorene
slobodne radikale hvataju i neutraliziraju antioksidansi. Na tre¢oj se razini odvija popravak,

ako zastita na prve dvije razine ne uspije (8, 9).

Mitohondriji su najvazniji izvor stani¢nih reaktivnih kisikovih spojeva. U njima se
odvija kontinuirana produkcija reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) jer je u njima smjeSten

transportni lanac elektrona, koji je odgovoran za produkciju energije u stanici. Osim
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mitohondrija, poznato je da i neki enzimi citokroma P450 proizvode ROS, kao i da nastaju u

reakcijama koje ukljucuju peroksisomalnu oksidazu, NAD(P)H oksidazu ili ksantin oksidazu

(5). Oksidativni stres je fenomen povezan s patogenim mehanizmima razli¢itih bolesti

ukljucujuéi aterosklerozu, neurodegenerativne bolesti, rak, Se¢ernu bolest, autoimune bolesti,

upalne bolesti, fizioloSke bolesti ili procese starenja (9). Biljezi oksidativnog stresa se obi¢no

mjere u plazmi koja je stabilno okruzenje za biljege (10). Indikatori in vivo redoks statusa su
omjer GSH/GSSG, NADPH/NADP", NADH/NAD" (9), TBARS, AOPP, fruktozamin, TAC i
FRAP (10). Neki drugi biljezi oksidativnog stresa navedeni su u Tablici 1.

MODIFIKACIJE
UZROKOVANE
ROS-om

Tablica 1. Biomarkeri oksidativnog stresa (7)

MARKERI ROS
GENERACIJE

MARKERI

ANTIOKSIDACIJSKE

OBRANE

N1ZVODNI
FUNKCIONALNI
MARKERI
OSTECENJA
UZROKOVANIH
ROS-om

1) Proteinski
karbonili i krajnji
proizvodi napredne
glikacije

2) oxLDL

3) Produkti lipidne
oksidacije

4) F-2 izoprostani
5) Izolevuglandini
6) 3-nitrotirozin

7) Tioli

8) Glutation

9) Cistein

10) Proteinski tioli i
mijesani disulfidi
11) Povrsinski tioli
12) Metionin
sulfoksid

13) DNA/RNA
oksidacija

1) Ksantin oksidaza

2)Mijeloperoksidaza

1) Protein tiol-disulfid

oksidoreduktaza

2) Nuklearni faktor 2

1) Asimetricni dimetil
L-arginin

2) Fosforilirani
fosfoprotein stimuliran
vazodilatatorom




1. Uvod

1.2.1. Oksidativni stres i sol

Dijeta s visokim udjelom soli ima S$tetne ucinke na organske sustave u ljudskom
organizmu (11). Visoke doze soli dovode do ostecenja mikrocirkulacije, zna¢ajnog porasta
arterijskog tlaka te porasta ROS-a (11, 12). Takva dijeta potiskuje renin-angiotenzinski sustav
(RAS) i poznat je Cimbenik rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. U dosadas$njim
istrazivanjima moze Se vidjeti, na razli¢ite nafine, povezanost visokog unosa soli i promjene
krvnog tlaka, ovisno o modelu (ljudski ili zivotinjski) te o duljini trajanja visokoslane dijete.
Brojne studije pokazale su da 3 - 7 dana visokoslane dijete ne mijenja zna¢ajno vrijednost
krvnog tlaka i ne izaziva pojavu hipertenzije (13), ali dovodi do endotelne disfunkcije i
oSte¢ene vaskularne reaktivnosti kod zivotinjskih i1 ljudskih modela zbog povecanog
oksidativnog stresa (14).

Kod §takora hranjenih visokoslanom dijetom dolazi do endotelne stani¢ne apoptoze 1
indukcije ROS-a. U prijasnjim istrazivanjima uoceno je da supresija RAS-a slanom hranom
dovodi do poremecene o endotelu ovisne dilatacije zbog povecanog oksidativnog stresa i
promjene u stvaranju vazoaktivnih metabolita arahidonske Kkiseline (11). Unosom visokoslane
hrane povecava se razina bazalnog unutarstanicnog ROS-a u limfocitima izoliranim iz
mezenteri¢nih limfnih ¢vorova i slezene. Takoder se povecava i unutarstani¢na proizvodnja
ROS-a u perifernim limfnim ¢vorovima nakon PMA stimulacije. Istovremeno, ne dolazi do
znacajne promjene arterijskog tlaka. To dokazuje da NaCl naruSava oksidativnu ravnoteZu 1
uzrokuje poremecaj funkcije krvnih zila neovisno o arterijskom tlaku i prije njegovih

promjena (13, 15).

1.2.2. Uloga angiotenzina Il kod prekomjernog unosa soli

Renin-angiotenzinski sustav (RAS) jedna je od najvaznijih karika u patofiziologiji
vaskularnih bolesti. ANG 1l (ANG Il) je glavni peptid RAS-a (16, 17, 18). Smatrao se
vazoaktivnim hormonom pa ¢imbenikom rasta koji regulira proliferaciju stanica, apoptozu i
fibrozu (19), a u novije se vrijeme smatra i proinflamatornim medijatorom zbog toga §to
proizvodi kemokine, citokine i adhezijske molekule koje poti¢u migraciju upalnih stanica na
mjesto ozljede. Takoder je 1 kemotakti¢ni 1 mitogeni faktor za mononuklearne stanice (18).
Promicanjem proliferacije, upale i fibroze, ANG II doprinosi razvoju kroni¢nih bolesti. Neke

od njih su hipertenzija, ateroskleroza, sr¢ana hipertrofija i ozljeda bubrega.
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Receptori ANG-a su AT1 i AT2 (16). AT1 regulira veéinu patofizioloske aktivnosti
ANG-3, kao §to su regulacija krvnog tlaka i homeostaze elektrolita (20). Uloga AT2 jos nije
sasvim razjasnjena (16). Stimulacija tih receptora inhibira rast i promi¢e apoptozu (bitno za
razvoj i remodeliranje tkiva). Druga je uloga otpustanje NO/cGMP u aorti, srcu i bubrezima,
Sto je protektivna uloga (21).

Istrazivanja na animalnim modelima hipertenzije, gdje Zivotinje imaju sniZenu razinu
ANG II zbog povecanog unosa soli, pokazala su povecani oksidativni stres i oStecenje
vaskularne reaktivnosti. Time se povecava stvaranje ROS-a u stijenkama krvnih Zila, a oni
opet imaju ucinak na razvoj hipertenzije (22). Studije su pokazale da je klju¢na poveznica
izmedu visokog unosa soli i razvoja endotelne disfunkcije ANG II. Osobe na visokoslanoj
dijeti imaju snizene razine ANG Il u plazmi, ali ako im se intravenski primjene subpresorske
doze ANG Il tijekom visokoslane dijete, dolazi do uspostavljanja normalne vaskularne
relaksacije i smanjivanja povisenih vrijednosti ROS-a na normalne razine (13). ANG Il
stimulira aktivaciju NAD(P)H oksidaze, povecava ekspresiju njezinih podjedinica i inducira
stvaranje ROS-a u glatkim miSiénim stanicama krvnih Zila, endotelnim stanicama,
adventicijskim fibroblastima i nedirnutim arterijama. Te ucinke vr$i preko AT1 receptora
(23). Muraya i sur. tretirali su miseve s ANG Il i soli, a nakon dva tjedna zabiljezili su
povisen krvni tlak, poveéano izlu¢ivanje proteina u urinu i povisene razine AOPP-a u plazmi
(24).

1.3. Oksidirani lipoproteini niske molekularne gustoce (oxLDL)

Oksidacija LDL-a je kompleksan proces tijekom kojeg se i protein i lipidi oksidiraju i
tvore kompleksne produkte. Proteini se mogu podvréi oksidativnim promjenama proteolizom
i kriznim vezama apoproteina B. Peroksidirani lipidi se razgraduju generirajuci slobodne i
jezgrene aldehide i ketone, koji kovalentno modificiraju €-amino skupine lizinskih ostataka
proteinske skupine. To generira Schiffove baze tako modificiraju¢i naboje na
aminokiselinama, ali i rezultira stvaranjem intramolekularnih i intermolekularnih kriznih veza
izmedu proteoliziranih apo B. Tako oste¢ene LDL-ove skupljaju i razgraduju makrofazi.
OXLDL moze se definirati kao Cestica dobivena iz cirkuliraju¢eg LDL-a koji ima u sebi
perokside ili njihove razgradne produkte. Pretpostavljeni modeli oksidacije LDL-a su reakcija

s lipooksigenazom, oksidacija posredovana bakrom 1 ceruloplazminom, Zeljezom,
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peroksidazom (uklju¢uju¢i mijeloperoksidazu i hem), peroksinitritom, oksidacija ovisna o
tiolu, oksidacija ksantin-oksidazom i NADPH-oksidazom i oksidacija pomocu AAPH ili
drugih sredstava radikalne generacije ukljucujuéi citokrome. OxLDL moze sadrzavati
specificni oksidiraju¢i produkt. Najjednostavniji primjer je lipoksigenazom tretiran LDL.
Lipoprotein koji je podvrgnut takvom djelovanju moze sadrzavati razliCite koliCine
fosfolipida i kolesterolestera hidroperoksida. OxLDL moze sadrzavati ograni¢ene koliine
raznih degradiranih oksidiranih lipidnih proizvoda (“minimalno modificirani LDL").
Oksidacije posredovane peroksidazom zahtijevaju kooksidante (H,O; ili lipidne perokside).
Neki mehanizmi o$te¢uju proteine viSe nego drugi. Takvi su tretiranje LDL-a s 2, 2'-azobis
(2-amidinopropan) dihidrokloridom (AAPH) ili peroksinitritom. lako su te reakcije
oksidativne, nisu jednako podloZzne inhibiciji tradicionalnim antioksidantima. Vitamin E,
tirozin, estradiol 1 tioli ¢ak pojacavaju oksidaciju LDL-a (25). U istrazivanjima kroz zadnjih
30 godina pronadeno je kako oksidacija LDL-a pogoduje endotelnoj disfunkciji, starenju Zila i
vaskularnoj bolesti (26). Oksidirana forma LDL-a ima veéu ulogu u aterogenezi nego njegova
nativna forma (27). OxLDL je biljeg oksidativnog stresa, ali i pro-aterogeni biljeg za
koronarnu bolest srca (26). Molekula koja je zasluzna za unos oxLDL-a u endotelne stanice je
LOX-1 receptor (27). Subendotena retencija LDL-a i njegove oksidirane modifikacije
predstavlja pocetni dogadaj u aterogenezi, $to je praceno infiltracijom i aktivacijom upalnih
krvnih stanica (28). Aterogenezi pomaze leukocitagenezom, agregacijom trombocita,
proliferacijom i migracijom stanica vaskularnih glatkih miSica, ekspresijom adhezijskih
molekula, formacijom pjenusavih stanica i tromba (26, 29). Visoke razine oksidiranog LDL-a
povezane su i s pove¢anom incidencijom metabolickog sindroma, abdominalne pretilosti,

hiperglikemije i hipertrigliceridemije (26).

1.4. Napredni oksidirani proteinski proizvodi (AOPP)

Napredni oksidirani proteinski proizvodi (AOPP) su novi biljezi oksidativnog oSte¢enja
proteina (30, 31) i nova klasa upalnih medijatora, koji mogu potaknuti oksidativni stres i
upalu. Zbog tog poticanja oksidativnog stresa i upale, mogu ubrzati progresiju ateroskleroze.
Neke studije navode da su razine AOPP-a u plazmi pozitivno povezane s krvnim tlakom te da
su neovisni ¢imbenici rizika za kardiovaskularne bolesti. AOPP mogu izazvati oksidativna
izbijanja neutrofila, monocita 1 fagocita, povecati stvaranje ROS-a 1 poticati izluCivanje

citokina i tako ubrzati ozljedu endotelnih stanica (31).
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Witko-Sarsat i sur. prvi su opisali AOPP kao nove biljege oksidativnog stresa u plazmi
bolesnika s kroni¢nom uremijom. Mogu nastati u mnogo stanja, u neravnotezi izmedu
oksidansa i antioksidansa, procesima glikolne oksidacije i upalama, ipak ve¢ina AOPP-a
nastaje u oksidativnom stresu posredovanjem mijeloperoksidaze (MPO) (31, 32). Primarno
podrijetlo AOPP-a je oksidacijski promijenjen albumin, ali moZe nastati i iz fibrinogena i
kolagena.

Toc¢na struktura tih proteina nije jo$ poznata, ali se zna da su sastavljeni od proteinskih
produkata koji sadrze ditirozin, pentozidin 1 karbonil, koji nastaju u reakcijama proteina
plazme s hipoklornom kiselinom (HOCI) i kloraminima u oksidativnhom stresu. Ditirozin je
znak terminalne faze osteenja proteina kao i znak prisutnosti AOPP-a (31). In vivo, razine
AOPP-a u plazmi usko koreliraju s razinama ditirozina i pentozidina, koji su oboje markeri
oksidativnog stresa (33).

Postoje dvije vrste AOPP-a, AOPP niske molekularne mase i AOPP visoke
molekularne mase, a plazmom ih nose oksidirani proteini, narocito albumin. AOPP male
molekularne mase sadrze monomerni oblik albumina, dok ovi visoke molekularne mase
nastaju zbog sklonosti albumina da stvara agregate preko disulfidnih mostova ifili
ditrozinskog umrezavanja. Formacija AOPP-a je nepovratna i ne moze biti lako hidrolizirana
proteolitickim enzimima ili reducirana antioksidansima, kao §to su vitamin C i glutation. Za
eliminaciju iz organizma su uglavnom odgovorne jetra i slezena. In vivo, AOPP moze se
proizvesti oksidacijom albumina pomo¢u HOCI formiranog kroz MPO-katalizirajuce reakcije
u cirkuliraju¢im neutrofilima. In vitro, AOPP su sposobni izazvati respiratorne eksplozije iz
neutrofila i monocita kako bi inducirali sustavnu upalu i povecali cirkulaciju TNF-a, C-
reaktivnog proteina (CRP) i drugih medijatora upale. Spektrofotometrijski se mogu odrediti
na 340 nm valne duljine.

Akumulacija AOPP-a povezana je s mnogo patoloskih stanja, ukljucujuci osteoartritis,
uremiju, hipertrigliceridemiju, bolest koronarne arterije i aterosklerozu. Razina AOPP-a
povecava se s ozbiljnosti bolesti te se moze koristiti za pracenje napredovanja 1 prognoze
bolesti, tako da se za terapiju moze koristiti inhibicija njihovog stvaranja (31).

Oksidativni metabolizam AOPP-a moze rezultirati stvaranjem slobodnih kisikovih
radikala (superoksidni, peroksidni, hidroksidni) te uzrokovati endotelnu disfunkciju.
Endotelnu disfunkciju povecavaju i smanjivanjem NO-a i smanjivanjem aktivnosti endotelnih
stanica zbog poticanja stvaranja ROS-a, a ROS nazad omogucéuje oksidaciju albumina u
AOPP. Takoder, povecavaju i akumulaciju lipida u aterosklerotskim plakovima. Napredni

oksidirani proteinski proizvodi predstavljaju novu molekularnu osnovu za Stetne aktivnosti
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1. Uvod

oksidansa. Razine AOPP-a su osjetljivije od oxLDL-a za procjenu oksidativnog stresa zbog
svoje procjene stupnja i varijacije u proteinskim ostecenjima koja su izazvana oksidansima. U
oksidativnom stresu zabiljeZzeno je vise AOPP-a, a manje antioksidansa (SOD, glutation

peroksidaza), Sto samo povecava Stetu koju oni uzrokuju (31).



2. Hipoteza

2. HIPOTEZA

Povecani unos soli dovodi do narusavanja antioksidativnog Statusa i povecanog oksidativnog
stresa. Subpresorske doze angiotenzina II smanjuju povecanu razinu oksidativnog stresa

nastalu kao posljedica visokog unosa soli.



3. Cilj istrazivanja

3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ispitati promjenu serumske koncentracije oksidiranih lipoproteina
niske gusto¢e 1 naprednih oksidiranih proteinskih proizvoda u uzorcima seruma Sprague-
Dawley Stakora pod utjecajem visokog unosa soli te primjenom subpresorske doze

angiotenzina II.

10



4. Materijali i metode

4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj istraZivanja

Eksperimentalna studija na pokusnim laboratorijskim Zzivotinjama (Sprague-Dawley

Stakorima).

4.2. Materijali

Istrazivanje se provelo na zdravim muskim Sprague-Dawley Stakorima starosti 10

tjedana. Zivotinje su bile podijeljene u 3 skupine (N — broj Zivotinja):

1) Niskoslana (NS) skupina (N = 7) - Zivotinje su konzumirale standardnu hranu za Stakore i

obi¢nu pitku vodu)

2) Visokoslana (VS) skupina (N = 7) - zivotinje su konzumirale hranu s visokim udjelom soli
(4 % NaCl-a) i obi¢nu pitku vodu 7 dana)

3) Visokoslana ANG 11 skupina (VS + ANG II) (N = 7) - zivotinje su konzumirale hranu s
visokim udjelom soli (4 % NaCl-a) i obi¢nu vodu te im je Cetvrti dan od pocetka dijetnog
protokola bila ugradena osmotska minipumpa preko koje su dobivali subpresorske doze ANG

IT u koli¢ini 100 ng/kg/min/3 dana).

Nakon 7 dana dijetnog protokola, Stakori su izvagani, izmjeren im je krvni tlak te su
eutanazirani kombinacijom anestetika ketamina (75 mg/kg) i midazolama (2,5 mg/kg) nakon
Cega je dekapitacijom prikupljen uzorak krvi za dobivanje seruma. Uzorci seruma su

pohranjeni u hladnjaku na -80 °C do provedbe pokusa.

Pomocu Sigma Plot v. 11.0 programa izracunata je veli¢ina uzorka te ona za snagu testa
od 0,6 p vrijednost manju od 0,05 i uz minimalnu o¢ekivanu razliku od 0,25 iznosi 6 uzoraka

(Zivotinja) po grupi.

Svi eksperimentalni postupci uskladeni su s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih zivotinja (direktiva 86/609). Poduzete su sve mjere kako bi se sprijecila patnja
zivotinja. Navedena istrazivanja za provedbu odobrilo je Eticko povjerenstvo Medicinskog
fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/14-08/06, Broj: 2158-61-07-14-119) te Ministarstvo
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4. Materijali i metode

poljoprivrede Republike Hrvatske te su dio HRZZ-ovog projekta ,Poremecena
vazorelaksacija i endotelno-leukocitna interakcija u razvoju aterosklerotskih lezija*“ — HRZZ
IP-09-2014-6380 (V-ELI Athero), voditeljica: prof. dr. sc. Ines Drenjancevic.

4.3. Metode

U ovom istrazivanju koriSten je komercijalni kit za odredivanje razine oxLDL-a
(Wuhan USCN Business Co., Ltd, Kat. br.SEA527Ra, Kina) i AOPP-a (CUSABIO. Kat. Br.
CSB-EQO027429RA, USA) u uzorcima Stakorskih seruma.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) se Siroko primjenjuje za detekciju i
kvantifikaciju specifi¢nih antigena ili antitijela u uzorku. Temelji se na vezanju antigena na
njegovo specificno antitijelo, Sto omogucuje detekciju vrlo malih koli¢ina antigena, kao Sto su
proteini, peptidi, hormoni ili antitijela. Jedna od inadica ELISA testa je i sandwich ELISA.
Koristi se za identifikaciju specificnog antigena. Jazice su oblozene poznatom koli¢inom
antitijela kako bi se Zeljeni antigen vezao. Nakon S§to su mjesta nespecificnog vezanja
blokirana koriste¢i BSA (albumin iz govedeg seruma), dodaje se uzorak koji sadrzi antigen.
Zatim se dodaje primarno protutijelo koje antigen stavlja u “sendvi¢”. Na to primarno
protutijelo veze se sekundarno koje je vezano s enzimom. Nevezani se konjugati ispiru, a
kada se doda supstrat, dolazi do pojave obojenja koje se kasnije moze kvantificirati (slika 1).
Za povecanje specificnosti i osjetljivosti koriste se prociS¢ena specificna antitijela koja

eliminiraju potrebu za prociS¢avanjem antigena (34).

w HRE o HRF Q
Avigin @ Avidmy Supstrat

0
( \ ( \ ( \ -
.Tai_ic"aefbloila?a I fézh;:ﬁgg:ﬁzmai Dodano detekefjske Dodan detekeijski Dodan supstrat i
antitiielom “hvatadem dodgn ey i antitijelo reagens konjugiran s ofitanje na 450 nm
= enzimom

Slika 1. Shematski prikaz principa sandwich ELISA testa
Prilagodeno prema: https://rockland-inc.com/ELISA-Kits.aspx; pristup: 8. 6. 2019.
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4. Materijali i metode

4.4. Statisticka analiza

Za statisticku analizu koristen je Sigma Plot v.12 (Systat Software, Inc, Chicago,USA).
Numericki podatci opisani Su aritmetiCkom sredinom i standardnom devijacijom. Razlike
normalno raspodijeljenih numeri¢kih varijabli medu svim ispitivanim grupama (3
eksperimentalne grupe) nezavisnih skupina testirane su analizom varijance (ANOVA), a u
slu¢aju odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom. Razina statisticke

znacajnosti odredena je sa p < 0,05.
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5. Rezultati

5. REZULTATI

U istrazivanje je ukljucen 21 zdravi, muski Sprague-Dawley Stakor, starosti 10 tjedana.
Zivotinje su slu¢ajnim odabirom podijeljene u 3 skupine s jednakim brojem Zivotinja (7 po
skupini). Stakorima nije izmjerena tjelesna masa na pocetku studije jer su jednake dobi pa
prema tome i podjednake tjelesne mase, N0 mjerenjem tjelesne mase na zavrSetku protokola

nije utvrdena znacajna razlika (p = 0,890; analiza varijance (ANOVA)) (Tablica 2.)

S obzirom da se studija provodi uz uvodenje visokih koncentracija soli, vazno je bilo
izmjeriti krvni tlak. Srednji arterijski tlak jest vrijednost koja se dobije zbrajanjem dvostrukog
dijastolickog tlaka i sistolickog tlaka te se dobivena vrijednost podijeli s tri. MoZebitan
znacajan porast tlaka govorio bi u prilog kako su Zzivotinje sol osjetljive 1 podloZne nastanku

hipertenzije, a to nije pozeljno.

U naSem istraZivanju, nismo uocili razliku u srednjem arterijskom tlaku izmedu
ispitivanih skupina (p = 0,181; analiza varijance (ANOVA)) (Tablica 2.) §to govori u prilog

kako su navedene Zivotinje normotenzivne i u uvjetima unosa visokih koncentracija soli.

Tablica 2. Izmjerene vrijednosti tjelesne mase i srednjeg arterijskog tlaka

Aritmeticka sredina (standardna devijacija)

Pokusna skupina

Tjelesna masa (@) Srednji arterijski tlak (mmHg)
(N; broj zivotinja)
NS(N=7) 370 (25) 113 (3)
VS(N=7) 372 (17) 108 (5)
VS +ANG Il (N=7) 375 (15) 112 (6)

Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina i standardna devijacija
NS - niskoslana skupina; VS - visokoslana skupina; VS + ANG II - visokoslana skupina +
subpresorske doze ANG 11
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5. Rezultati

5.1. Serumska koncentracija oksidiranih lipoproteina niske molekularne gustoce

Slika 2. prikazuje aritmeti¢ku sredinu serumske koncentracije oxLDL te pripadajucu
vrijednost standardne devijacije za sve ispitivane skupine. Iz izmjerenih vrijednosti serumske
koncentracije oxLDL vidljiva je najviSa razina u VS skupini 180 (80) u odnosu na preostale
skupine (NS - 157 (36); VS + ANG Il - 133 (89)) no nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika
izmedu ispitivanih skupina (p = 0,498; analiza varijance (ANOVA)). Povecéanje broja uzoraka

mozda bi pokazalo postojanje razlike u izmjerenoj koncentraciji oOXLDL.

a 03 NS (N=7)
I 300+ 3 VS (N=7)
5 _ mm VS+ANG Il (N=7)
10

§ _200{ ___
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=
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£ 7 100-
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4

[7)]

=
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Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija

NS - niskoslana skupina; VS - visokoslana skupina; VS+ANG Il - visokoslana
skupina+subpresorske doze ANG II: T - standardna devijacija; oxLDL -
oksidirani lipoproteini niske molekularne gustoce

Slika 2. Izmjerena serumska koncentracija oksidiranih lipoproteina niske molekularne
gustoc¢e (0xLDL; pg/ml) u ispitivanim skupinama (rezultati su opisani aritmeti¢kom sredinom

i standardnom devijacijom (SD), p < 0,05 razina je statisticke znacajnosti)
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5. Rezultati

5.2. Serumska koncentracija naprednih oksidiranih proteinskih proizvoda (AOPP)

Slika 3. prikazuje aritmeticku sredinu izmjerenih vrijednosti serumskih koncentracija
AOPP u svim pokusnim skupinama te pripadajuée standardne devijacije. StatistiCkom
metodom analize varijance (ANOVA) utvrdena je statisti¢ki znacajno povecana serumska
koncentracija AOPP u visokoslanoj skupini (42,61 (9,08) u odnosu na niskoslanu skupinu
(25,6 (18,30), p = 0,049; analiza varijance (ANOVA)) i visokoslanu skupinu s ANG 11 (24,1
(9,37), p = 0,046; analiza varijance (ANOVA)), dok izmedu niskoslane i visokoslane skupine
sa subpresorskim dozama ANG II nije utvrdena znacajna razlika u koncentraciji AOPP
(p =0,831).

o C3 NS (N=7)

o 60- * 3 VS (N=7)
S |

9 M S mm VS+ANG Il (N=7)
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S = 40
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©
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[72]

£

=)

by 0

n Rezultati su opisani kao aritmeti¢ka sredina i standardna devijacija

NS - niskoslana skupina; VS - visokoslana skupina; VS+ANG Il - visokoslana
skupina+subpresorske doze ANG II; T - standardna devijacija; AOPP -
napredni oksidirani proteinski proizvodi

*p < 0,05 VS vs. NS (p = 0,049); VS+ANG Il (p = 0,046)

Slika 3. lzmjerena serumska koncentracija AOPP-a (nmol/ml) u ispitivanim skupinama.

(rezultati su opisani aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom (SD), p < 0,05 razina

je statisticke znacajnosti)
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6. Rasprava

6. RASPRAVA

Stetno djelovanje slobodnih reaktivnih kisikovih radikala (prekomjerna proizvodnja
ROS-a i/ili nedostatak enzimskih i neenzimskih antioksidanata) uzrokuju potencijalno
biolo§ko naruSavanje sustava nazvano oksidativni stres (35). Njegov utjecaj na organizam
ovisi o vrsti oksidansa, o mjestu i intenzitetu stvaranja, o sastavu i djelovanju razli¢itih

antioksidanata te o sposobnosti oporavka sustava (36).

Proces oksidacije lipida i proteina rezultat je suviska slobodnih radikala i drugih
oksidacijskih vrsta dobivenih iz kisika, dusika i drugih kemijskih elemenata u tijelu. Kemijski,
oksidativni stres povezan je s povecanom produkcijom oksidirajuc¢ih vrsta ili znacajnim
smanjenjem ucinkovitosti antioksidacijske obrane kao S$to je reducirani glutation, katalaza,
peroksidaze i drugi. Proliferacija stanica i smrt klju¢ni su procesi u progresiji ateroskleroze, a
teski oksidativni stres moze uzrokovati stani¢nu smrt, a ¢ak i blaga oksidacija moze izazvati

stani¢ni stres i apoptozu, dok intenzivniji stres moze izazvati nekrozu (37).

Oksidativne molekule mogu imati pozitivne ili negativne ucinke na stanice i tkiva,
ovisno o njihovoj koncentraciji. ROS ima vaznu ulogu u nekoliko fizioloskih stani¢nih
procesa, kao §to su signalne i regulacijske kaskade, medutim pojedina stanja mogu inducirati
kemijske 1 strukturne modifikacije koje su dokazale da mijenjaju funkciju stani¢nih
komponenti, inhibiraju funkciju proteina, izazivaju ostecenje DNA, virusnu aktivaciju i lipid
peroksidaciju sto moze potaknuti stani¢nu smrt (39). Vazne regulatorne interakcije odvijaju se
izmedu RAS-a, dusikovog oksida (NO) i O u bubrezima, gdje O? djeluje kao
vazokonstriktor i unapreduje reapsorpciju natrija u tubulima dok NO pokazuje suprotne
uéinke. O% brzo stvara interakciju s NO, a na taj nadin, kada O% proizvodnja raste, to
smanjuje biolosku raspolozivost NO-a sto dovodi do osStecenja funkcije organa. Aktiviranje
RAS-a moZe izazvati proizvodnju O® i NO-a §to sugerira da uravnotezena interakcija izmedu
RAS-a, NO-a i 0% omoguéuje regulaciju funkcije bubrega, dok je neravnoteza povezana s

poremecajima osjetljivosti na sol i hipertenzije (39).

Poznato je da dijeta s visokim udjelom soli (NaCl) ima Stetne ucinke na organske
sustave u ljudskom organizmu (11). Visoke koncentracije soli dovode do znacajnog porasta

arterijskog tlaka te porasta ROS-a (11, 12). U studijama je pokazano kako 3 - 7 dana
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6. Rasprava

visokoslane dijete ne mijenja znacajno vrijednost krvnog tlaka i ne izaziva pojavu hipertenzije
(13), ali dovodi do endotelne disfunkcije i oSte¢ene vaskularne reaktivnosti kod zivotinjskih i
ljudskih modela zbog povecanog oksidativnog stresa (14). Navedeno govori u prilog nastanku
endotelne disfunkcije puno prije karakteristicnih znakova hipertenzije. Istrazivanje koje su
proveli Cosié¢ i suradnici (14) pokazalo je kako visoki unos soli kroz tjedan dana dovodi do
znacajnog povecanja oksidativnog stresa izmjerenog preko razine nastalog produkta lipidne
peroksidacije, malondialdehida (MDA), dok se razina antioksidativnog kapaciteta nije
znacajno promijenila. Isto tako, dokazano je kako je znaCajno sniZzen genski izrazaj
antioksidativnog enzima glutation peroksidaze 4 (GPx4) te se dalo zakljuciti da upravo taj

enzim ima najvecu ulogu kod nastanka oksidativnog stresa u modelu visokog unosa soli.

Pri provodenju pokusa o¢ekivali smo, zbog navedenih rezultata, da ¢e razina oxLDL-a
biti znacajno povecana, no U naSem istrazivanju to nije slu¢aj i serumska razina oxLDL-a nije
se znacajno promijenila medu ispitivanim skupinama, ali postoji tendencija povecanja te je
pretpostavka kako bi produZenje dijete dovelo do statisticki znacajne razlike u serumskoj

razini ispitivanog biljega.

Za razliku od oxLDL-a, serumska koncentracija AOPP-a u visokoslanoj skupini
statisticki je znacajno povecana u odnosu na niskoslanu skupinu i visokoslanu skupinu s ANG
Il. Razlog tomu mogao bi biti sto je AOPP senzitivniji na promjene oksidativnog stresa od
oxLDL-a, ¢injenica da je formacija AOPP-a nepovratna i ne moze lako biti hidrolizirana
proteolitickim enzimima te poticanje AOPP-a na stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva i

njihovo ponovno oksidiranje aloumina u AOPP (31).

Studije su pokazale da povecana koncentracija soli u svakodnevnoj prehrani Stetno
djeluje i na strukturu i na funkciju krvnih Zila neovisno o patogenezi hipertenzije. U
normotenzivnih Zivotinja hranjenih dijetom s visokim udjelom soli uoceno je oStecenje 1
prorjedenje mikrocirkulacije, disocijacija medije 1 intime krvnih Zila, remodeliranje
vaskulature, potenciranje vazokonstriktivnih odgovora, smanjeno endotelno signaliziranje
kalcijevim ionima i smanjenje relaksacijskih odgovora krvnih zila (40). Istrazivanja kod kojih
je utvrdena snizena razina ANG II, kao kod animalnih modela hipertenzije, pokazala su
znacajno poviSenu produkciju ROS-a u stijenkama krvnih Zila te njihov izravni u€inak na
razvoj hipertenzije sto za posljedicu ima ostecenu funkciju krvne zile i poveéanu produkciju

ROS-a (22). Vaskularna disfunkcija je posredovana supresijom cirkuliraju¢eg ANG Il, buduci
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6. Rasprava

da normaliziranje razine ANG Il u plazmi putem intravenske infuzije niske (subpresorske)
doze ANG Il obnavlja vaskularnu relaksaciju kao odgovor na vazodilatatorne stimulanse kod
Stakora koji su hranjeni visokoslanom hranom (41). ANG |1 receptori imaju brojne utjecaje na
kontrolu krvozilja u cjelini, a posebno na mikrocirkulaciju. Do sada su poznata najmanje dva
ANG receptora: AT1 i AT2. Vaskularni ué¢inak ANG Il posredovanje je i ATl i AT2
receptora (42). Nekoliko drugih vrsta receptora mogu odgovoriti na ANG Il ili fragmente
peptida koji se odnose na ANG 1 ili ANG I1, iako ti odgovori nisu tako dobro karakterizirani
kao odgovori na AT1 i AT2 receptore za aktivaciju. Brojne klinicke i laboratorijske studije
podupiru hipotezu da je renin-angiotenzinski sustav (RAS) relevantan u patogenezi
kardiovaskularnih bolesti te je promijenilo tradicionalni pogled na ulogu ANG Il. Povijesno
gledano, na ANG Il se gledalo samo kao na regulator hormona koji regulira krvni tlak,
otpustanje aldosterona i1 reapsorpciju natrija. Sada je opcenito prihva¢eno da ANG II moze
aktivirati stanice koje reguliraju izrazaj mnogih tvari, ukljucuju¢i faktore rasta, citokine,
kemokine i adhezijske molekule koji su ukljuceni u rast stanica/apoptozu, fibrozu i upalu.
Proizvodnja ANG Il u arterijskoj stijenci vazna je za normalnu regulaciju arterijskog tonusa te

je ukljucena u patogenezi ateroskleroze (17, 20).

Treba napomenuti da akutna vaskularna izlozenost ANG Il in vitro ne obnavlja
vazodilataciju, ve¢ taj u¢inak ANG II zahtijeva kroni¢nu i.v. infuziju peptida kako bi se
ostvarili njegovi ucinci (41). Kroni¢na infuzija subpresorskih doza ANG II vrac¢a vaskularnu
relaksaciju, otpustanje NO-a, endotelno signaliziranje kalcijevim ionima i vra¢a poviSene

razine superoksida na normalne vrijednosti (43).
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7. ZAKLJUCAK

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

- Kratkotrajni visoki unos soli ne dovodi do znafajne promjene u tjelesnoj masi i kKrvnom

tlaku Zivotinja

- Tjedan dana visokog unosa soli ne mijenja zna¢ajno serumsku razinu oxLDL-a, no pokazuje
tendenciju porasta u visokoslanoj skupini, Sto daje naslutiti kako bi duzi period visokog unosa

soli izazvao promjenu koncentracije oksidiranog LDL-a zbog izrazenijeg oksidativnog stresa

- Povecani oksidativni stres u visokoslanoj skupini dokazan je pove¢anom serumskom
koncentracijom naprednih oksidiranih proteinskih proizvoda (AOPP) te to dokazuje vecu

senzitivnost AOPP-a na promjene oksidativnog stresa od oxLDL-a

- ANG II u uvjetima visokog unosa soli snizava razinu AOPP-a do vrijednosti u kontrolnoj
skupini u odnosu na visokoslanu skupinu, ¢ime je dodatno potvrdena vaznost i znac¢aj ANG II

u povecanoj razini oksidativnog stresa u uvjetima visokih koncentracija soli.
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8. Sazetak

8. SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANIJA: Cilj ovog istraZivanja bio je ispitati promjenu serumske koncentracije
oksidiranih lipoproteina niske gusto¢e (0XLDL) i naprednih oksidiranih proteinskih proizvoda
(AOPP) u uzorcima seruma Sprague-Dawley Stakora pod utjecajem visokog unosa soli te

primjenom subpresorske doze angiotenzina II.
USTROJ STUDIJE: Eksperimentalna studija na laboratorijskim zivotinjama.

MATERIALI I METODE: Zdravi muski Sprague-Dawley Stakori, starosti 10 tjedana,
nasumic¢no su podijeljeni u tri eksperimentalne skupine (N = 7): niskoslana skupina (NS
skupina, koja je konzumirala 0,4 % NaCl-a u hrani za Stakore) te dvije visokoslane skupine
(VS) koje su konzumirale specijalnu hranu s 4 % NaCl-a tijekom 7 dana. Jednoj je od slanih
skupina zadnja tri dana protokola ugradena pumpa subpresorske doze angiotenzina Il (100
ng/kg/min/3 dana). Prikupljena je mije$ana venska i arterijska krv iz koje je izdvojen serum za

utvrdivanje koncentracije oXLDL i AOPP ELISA metodom.

REZULTATI: Tjedan dana visokog unosa soli nije doveo do znacajne promjene u tjelesnoj
masi medu ispitivanim skupinama. Serumska koncentracija AOPP-a znacajno je povecana u
visokoslanoj skupini u odnosu na niskoslanu skupinu te visokoslanu skupinu uz primjenu
subpresorske doze angiotenzina Il. Koncentracija oxLDL-a nije se zna¢ajno promijenila medu

ispitivanim skupinama.

ZAKLJUCAK: Znadajna pomjena u serumskoj koncentraciji naprednih oksidiranih
proteinskih proizvoda jos§ je jedan parametar koji potvrduje nastanak povec¢anog oksidativnog
stresa pri kratkotrajnom visokom unosu soli,a za posljedicu ima povec¢anu razinu oksidativnog
stresa korigiranu primjenom subpresorskih doza ANG 11 do kontrole razine. Takav rezultat
pokazuje vaznost prisutnosti ANG II u stanjima snizenog antioksidativnog kapaciteta koji

posljedi¢no ima ulogu u odrzavanju normalne vaskularne funkcije.

KLJUCNE RIJECI: AOPP, oxLDL, subpresorske doze angiotenzina Il, visokoslana dijeta
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9. Summary

9. SUMMARY

Changes in serum concentrations of oxidized low-density lipoproteins and advanced

oxidized protein products under the influence of high salt intake in Sprague-Dawley rats

OBJECTIVES: The aim of this study was to research changes of oxidized low-density
lipoproteins (oxLDL) and advanced oxidized protein products (AOPP) serum concentrations
in Sprague-Dawley rats under high salt intake and subpressor dose angiotensin 1l

administration.

STUDY DESIGN: Experimental study.

MATHERIALS AND METHODS: Healthy male Sprague-Dawley rats, aged 10 weeks, were
randomly divided into three experimental groups (N = 7): low-salt group (LS group, which
consumed 0.4 % NaCl in rat food) and two high-salt group (HS), which consumed special
food with 4 % NaCl for 7 days. In the last three days of the protocola subpressor dose of
angiotensin Il (100 ng/kg/min/3 days) was introduced to one of the high-salt groups. A mixed
venous and arterial blood was collected, from which the serum was separated to determine the
concentration of oxLDL and AOPP with ELISA method.

RESULTS: A week of high salt intake did not lead to significant changes in body mass in the
examined groups. The serum AOPP concentration was significantly increased in the high-salt
group compared to the low-salt group and the high-salt group with the subpressor dose of
angiotensin 1. The concentration of oxLDL did not change significantly among the tested

groups.

CONCLUSION: Significantly increased serum concentration of advanced oxidized protein
products is another parameter which confirms the occurrence of increased oxidative stress
during a brief high salt intake resulting in an increased level of oxidative stress corrected by
subpressor dose of ANG Il to control level. Such a result shows the importance of the
presence of ANG Il in states of reduced antioxidative capacity, which consequently plays a
role in maintaining normal vascular function.

KEY WORDS: AOPP; high-salt diet; oxLDL,; subpressor angiotensin Il dose
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