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POPIS KRATICA | AKRONIMA
AGE - zavr$ni produkt uznapredovale glikacije (engl. advanced glycation end-products)
ANG Il - angiotenzin Il

CAR - karnozin (engl. carnosine)

CAT — katalaza

DNA- deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid )
GPx — glutation peroksidaza

GSH — glutation

GSSG - glutation disulfid

LOX — lipooksigenaze

NaCl- natrijev klorid

NADPH- nikotinamid dinukleotid fosfat (engl. Nicotineamide Adenine Dinucleotide
Phosphate)

NO- dusikov oksid (engl. nitrogen oxide)

OS — oksidativni stres

RAS - renin-angiotenzinski sustav

RNS — slobodni dusikovi spojevi (engl. reactive nitrogen species)

ROS — slobodni dusikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

RTgPCR — kvantitativna reverzna transkriptaza lanc¢ana reakcija polimeraze (engl. quantitative

reverse transcriptase polymerase chain reaction)

SOD - superoksid dismutaza
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1. UvOD
1.1 Visokoslana prehrana

Zdrava prehrana podrazumijeva uravnotezenu konzumaciju razli¢itih namirnica koje
osiguravaju optimalan unos svih potrebnih nutrijenata. Natrijev klorid (NaCl), poznat i kao
kuhinjska sol, klju¢an je spoj za ljudski organizam jer igra vaznu ulogu u regulaciji osmotskog
tlaka, Sto omogucava pravilnu distribuciju vode izmedu stanica i krvi. Takoder pomaze u
odrzavanju volumena krvi, Sto je kljuéno za normalno funkcioniranje kardiovaskularnog
sustava te je potreban i za prijenos ziv€anih impulsa i1 kontrakciju misi¢a, ukljucujuéi i srce.
Osim §to se koristi za aromatiziranje hrane i kao stabilizator u veéini prehrambenih proizvoda,
NaCl koristi se kao konzervans, sprjeCavaju¢i rast veéine bakterija u uvjetima visoke
koncentracije soli (1 - 3). Usprkos vaznoj ulozi koju sol igra u organizmu, porast koristenja
kuhinjske soli, ne samo u konzerviranju i industrijski preradenoj hrani, ve¢ i u pekarskim
proizvodima i gotovim jelima, zadnjih desetlje¢a rezultirao je prekomjernim razinama unosa.
Za normalnu funkciju organizma odrasle osobe, Svjetska Zdravstvena Organizacija
preporucuje do 2 g natrija, odnosno 5 g kuhinjske soli, no prema istrazivanjima veci dio
populacije konzumira dvostruko vise od preporuc¢enog unosa (2, 3). Prekomjerni unos soli, uz
tjelesnu neaktivnost negativno utjece na kardiovaskularni sustav, smanjujuci elasti¢nost arterija
1 povecavajuci rizik od hipertenzije. Visok unos natrija uzrokuje zadrZavanje tekucine u tijelu,
Sto povecava volumen krvi i pritisak na arterije, te uz hipertenziju, stanje koje prisiljava srce da
ubrzano kontraktira kako bi pumpalo krv kroz suZene arterije, moze dovesti do srcanih bolesti,
ukljucujuéi sr¢ani udar i zatajenje srca (4 - 6). Renin-angiotenzinski sustav (RAS) ima klju¢nu
ulogu u odrzavanju normalnog krvnog tlaka. Ova funkcija se posreduje putem peptidnog
hormona angiotenzina II (ANG II), koji odrZava normalan volumen krvi reguliranjem
izlu¢ivanja Na+. Medutim, poviSenje razine ANG II iznad normalnih vrijednosti povecava
proizvodnju O2+—, potice oksidativni stres 1 disfunkciju endotela te ima vaZznu ulogu u razvoju
brojnih bolesti. IstraZivanja pokazuju da poviSeni unos soli narusava endotelno ovisnu
relaksaciju smanjenjem razine NO i povecanom proizvodnjom superoksida te uzrokuje
oksidativni stres 1 disfunkciju endotela, te se to dogada dovodec¢i do smanjenja ANG II 1 nizih
razina cirkuliraju¢eg ANG II. Isto tako, istraZzivanja pokazuju da uz snizavanja razine ANG II,

pod dugotrajnim utjecajem visokoslane prehrane dolazi do poveéanog oksidativnog stresa (7 -
9).
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1.2 Oksidativni stres

Oksidativni stres je fenomen koji nastaje zbog neravnoteze izmedu proizvodnje i
nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) u stanicama 1 tkivima te sposobnosti biolo§kog
sustava da detoksificira te reaktivne proizvode. ROS se prirodno stvaraju tijekom aerobnog
metabolizma u svim naSim stanicama. Vecina tih molekula nastaje tijekom biokemijskih redoks
reakcija koje ukljucuju kisik. ROS se takoder generiraju od strane fagocita u tijeku razlicitih
upalnih procesa, kao $to su virusne infekcije. Kod zdravih osoba, tijelo tijekom normalnog
imunoloskog odgovora pojaCano proizvodi antioksidanse, ¢ime se odrzava ravnoteza i
sprjecava oStecenje stanica (10, 11, 15). Izvori ROS-a mogu se kategorizirati kao endogeni,
poput mitohondrija, NADPH-a, ksantin oksidaze (XO) i Fentonove reakcije, ili egzogeni, poput
pusenja, zraCenja, lijekova i zagadenja. Ovi izvori proizvode razli¢ite vrste ROS-a, ukljucujuéi
superoksidne radikale, vodikov peroksid, hidroksilne radikale, peroksilne radikale,
hipoklorastu kiselinu i peroksinitrit (11, 15, 17). Molekularni kisik moze se reducirati do vode
kroz niz medukoraka. Ovi koraci ukljucuju stvaranje superoksidnog anion radikala, vodikovog
peroksida i hidroksilnog radikala, koji odgovaraju redukciji za jedan, dva i tri elektrona, redom.
Takoder, molekularni kisik u svom osnovnom stanju (tripletni kisik), koji je diradikal, moze se
elektronski pobuditi da formira singletni molekularni kisik. Kisikovi radikali mogu takoder
postojati kao alkilni ili peroksilni radikali, posebno u lipidima. Osim toga, duSikov oksid je
znacajan plinoviti radikal bioloSke vaznosti. Peroksinitrit, reaktivna vrsta koja nije radikal,
nastaje reakcijom duSikovog oksida sa superoksidnim anion radikalom (13). U kontekstu
prehrane s prekomjernim unosom soli, oksidativni stres igra klju¢nu ulogu u razvoju
zdravstvenih problema. Visok unos natrija moze izazvati nekoliko mehanizama koji povecavaju
oksidativni stres u tijelu. Prvo, natrij moZe potaknuti proizvodnju slobodnih radikala,
povecavajudi koli¢inu ROS-a u tijelu. Drugo, visok unos soli moZe uzrokovati zadrzavanje
tekucine, Sto povecava volumen krvi i pritisak na arterije. Ovo stanje dodatno stimulira
proizvodnju slobodnih radikala i pridonosi oksidativnom stresu. Trece, natrij moZe izravno
ostetiti endotelne stanice krvnih zila, smanjuju¢i njihovu sposobnost proizvodnje dusikovog
oksida, molekule koja je kljucna za odrzavanje elasti¢nosti i zdravlja krvnih Zzila. Slobodni
radikali su visoko reaktivne molekule koje mogu uzrokovati ostec¢enje stanica, proteina i DNA,
pridonoseci razvoju brojnih kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti, respiratornih
bolesti, bubreznih bolesti, reumatoidnog artritisa, dijabetesa, raka i neurodegenerativnih

poremecaja (11, 12).
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Dokazano je da kada slobodni radikali u zivom organizmu nisu neutralizirani
biokemijskim obrambenim sustavima, moze do¢i do razvoja brojnih patoloskih stanja. Jasno je
da su se zivi organizmi ne samo prilagodili suzivotu sa slobodnim radikalima, ve¢ su razvili
nacine kako iskoristiti ove toksi¢ne tvari u svoju korist, koriste¢i ih u kljuénim fizioloskim
procesima. Slobodni radikali tako igraju dvostruku ulogu u Zivim sustavima: s jedne strane, oni
su toksi¢ni nusproizvodi aerobnog metabolizma koji uzrokuju oksidativna oStecenja i
disfunkciju tkiva, dok s druge strane sluze kao molekularni signali koji aktiviraju korisne
stresne odgovore. Ovo otkrice takoder je promijenilo pogled na antioksidanse (11, 14). Glavna
uloga antioksidansa u bioloskim sustavima je sprjeCavanje ili odgadanje oksidacije bioloskih
molekula. Antioksidansi smanjuju razinu oksidativnog stresa, ¢ime ublazavaju oStecenja
bioloskih molekula uzrokovanih oksidacijom. U zivim sustavima razvijen je slozen sustav
antioksidativne zastite koji ukljucuje 1 antioksidativne enzime i neenzimatske male molekulske
antioksidanse (17). U posljednjih nekoliko godina, razli¢iti antioksidansi poput vitamina E,
flavonoida i polifenola istrazeni su zbog svojih mogucih blagotvornih u¢inaka u borbi protiv
oksidativnog stresa. lako se oksidativni stres obi¢no smatra Stetnim za ljudsko tijelo, takoder se
koristi kao terapijska strategija za lijeCenje stanja poput raka, s odredenim uspjehom u klini¢koj
primjeni (11, 13). Osim oStecenja krvnih Zila, oksidativni stres uzrokovan visokim unosom soli
moze utjecati direktno na srce. Slobodni radikali mogu oStetiti srcane miSi¢ne stanice,
smanjujuci njihovu funkcionalnost i poveéavajuci rizik od sréanih bolesti. Povecéani oksidativni
stres takoder moZe utjecati na druge organe i tkiva, pridonoseci razvoju sistemskih upalnih
stanja koja dodatno opterecuju kardiovaskularni sustav. Suplementacija antioksidansima, poput
vitamina C 1 E te karnozina, moZe pruziti zastitu od Stetnih ucinaka oksidativnog stresa
uzrokovanog prekomjernim unosom soli (34). Karnozin, zbog svojih snaznih antioksidativnih
svojstava, moze neutralizirati slobodne radikale i smanjiti oksidativni stres. Njegova
sposobnost da zastiti endotelne stanice i poboljSa funkciju endotela moZe pomo¢i u odrzavanju
zdrave proizvodnje duSikovog oksida, ¢ime se smanjuje rizik od ateroskleroze 1 povezanih

kardiovaskularnih bolesti (16, 18).
1.3 Antioksidativni enzimi

Antioksidativni enzimi su klju¢ni za odrZavanje ravnoteZe izmedu slobodnih radikala 1
antioksidansa u tijelu, igraju¢i srediSnju ulogu u zastiti stanica. Organizmi su zaSti¢eni od
oksidativnog stresa uzrokovanog ROS-om zahvaljujuéi razli¢itim razinama antioksidativnih

obrambenih mehanizama.
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Prva linija obrane je najefikasnija i ukljucuje antioksidativne enzime poput superoksid
dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx). Ova linija obrane igra
neprocjenjivu ulogu u dismutaciji superoksidnih radikala (O2-") i vodikovog peroksida (H20.).
Uklanjanjem superoksidnih radikala SOD sprjecava formiranje mnogo Stetnijeg peroksinitrita
(ONOO") (02~ + NO- — ONOOQO) 1 odrzava fizioloski bitnu razinu dusSikovog oksida (NO-),
vazne molekule u neurotransmisiji, upalama i vazodilataciji. Druga linija antioksidativne
obrane ukljucuje egzogene male molekule antioksidansa koje poticu iz prehrane. Treca linija
antioksidativne obrane osigurana je popravkom ili uklanjanjem oksidiranih proteina i drugih
biomolekula pomoc¢u enzimskih sustava (17). Tri glavna antioksidativna enzima su SOD, CAT
1 GPx. Prekomjerni unos soli moze znacajno utjecati na funkciju ovih antioksidativnih enzima.
Kada su enzimi poput SOD, CAT i GPx izloZeni prekomjernom oksidativnom stresu, njihova
ucinkovitost ¢e biti smanjena. Na primjer, ako se proizvodnja slobodnih radikala poveca, moze
do¢i do iscrpljivanja dostupnih antioksidansa 1 smanjenja aktivnosti antioksidativnih enzima.
Antioksidativni enzimi takoder mogu biti podlozni oSte¢enju zbog poviSenih razina slobodnih
radikala. Primjerice, SOD moze biti deaktivirana zbog visoke koncentracije superoksidnih
radikala, dok prekomjerna proizvodnja vodikovog peroksida moze ostetiti CAT i GPx. Kada su
ovi enzimi oslabljeni, njihova sposobnost neutralizacije slobodnih radikala je smanjena, $to
dovodi do dodatnog osStecenja stanica i tkiva. SOD je enzim koji katalizira dismutaciju
superoksidnih radikala, jedne od najstetnijih vrsta slobodnih radikala, u vodikov peroksid i
molekularni Kisik. Postoje tri forme SOD-a u ljudskom tijelu. SOD1 koji se nalazi u citoplazmi,
SOD2 u mitohondrijima i SOD3 u izvanstani¢nom prostoru. SOD1 i SOD3 sadrze Cu i Zn, a
SOD2 ima Mn na aktivnom mjestu. SOD1 je dimer ukupne mase 32 kDa dok su SOD2 i SOD3
tetrameri ukupne mase 89 kDa i 135 kDa (19 - 22).

CAT s druge strane, razgraduje vodikov peroksid, nusproizvod reakcije SOD-a, na vodu
1 kisik. CAT je kljucni enzim u obrani stanica od oksidativnog stresa. Njena glavna uloga je
neutralizacija vodikovog peroksida (H20:), jednog od ROS, koji se moze akumulirati u
stanicama kao nusprodukt razli¢itih metabolickih procesa, poput respiracije u mitohondrijima.
Ako se ne ukloni na vrijeme, vodikov peroksid moZe uzrokovati Stetne reakcije koje dovode do
ostecenja DNA, proteina i lipida. Na ovaj nacin, CAT smanjuje koncentraciju vodikovog
peroksida 1 time sprjecava nastanak drugih, jo$ reaktivnijih 1 opasnijih spojeva, kao Sto je
hidroksilni radikal (-OH). Time CAT smanjuje oksidativni stres 1 §titi stanice od oksidativnih
ostecenja, odrzavajuéi tako stanicnu funkcionalnost i zdravlje organizma (23). GPx koristi

glutation, klju¢ni antioksidans u tijelu, za neutralizaciju vodikovog peroksida i drugih
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reaktivnih kisikovih vrsta. Ova suradnja izmedu enzima omogucuje ucinkovitu kontrolu
slobodnih radikala i minimiziranje oksidativnog stresa. GPx su skupina klju¢nih
antioksidativnih enzima ¢ija je primarna funkcija smanjenje vodikovog peroksida i raznih
hidroperoksida, ukljucujuci i slozene lipidne hidroperokside. GPx1 specijalizirana je za
neutralizaciju vodikovog peroksida 1 niskomolekularnih hidroperoksida, pruzajuci tako zastitu
stanica od oksidativnog stresa. S druge strane, GPx4 ima specifi¢cnu ulogu u uklanjanju
kompleksnih lipidnih peroksida, ¢ime $titi staniéne membrane od peroksidacijskih oStecenja 1
doprinosi oCuvanju stani¢nog integriteta u uvjetima oksidativnog stresa. Ovi enzimi igraju
kljucnu ulogu u odrzavanju ravnoteze oksidativnih procesa u tijelu, osiguravajuéi tako zastitu
od Stetnih u¢inaka ROS-a (24). Suplementacija antioksidativnim tvarima, poput karnozina,
moze pomo¢i u odrzavanju ravnoteze izmedu slobodnih radikala i antioksidansa, pruzajuéi tako
dodatnu zastitu. Na taj na¢in, karnozin moze pomo¢i u o¢uvanju aktivnosti SOD-a, CAT i GPx,
omogucuju¢i im da u€inkovitije obavljaju svoju funkciju i smanjuju oksidativni stres uz ulogu
u ocuvanju funkcije antioksidativnih enzima i poboljSanju opéeg zdravlja kardiovaskularnog

sustava (26, 27).
1.4 Karnozin

Karnozin je prvi put otkriven pocetkom 20. stolje¢a kada je bio izoliran iz miSi¢nog
tkiva konja. Ovo otkri¢e je znalilo pocetak razumijevanja fizioloSkih uloga dipeptida u
organizmu (25). Karnozin (B-alanil-L-histidin) je dipeptid koji se sastoji od neesencijalne

aminokiseline beta-alanina i esencijalne aminokiseline histidina.

Slika 1. Struktura karnozina (Izvor: original autora rada)

Karnozin je izuzetno vazan u ocuvanju stani¢nog zdravlja zbog svoje antioksidativne

aktivnosti. Ovaj prirodni dipeptid nalazi se u visokim koncentracijama u miSi¢nom tkivu,

5
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mozgu i srcu, no najvece koli¢ine karnozina nalaze se u poprecno-prugastim misi¢ima (26 -
29). Posjeduje sposobnost neutraliziranja reaktivnih kisikovih spojeva i slobodnih radikala,
¢ime znacajno smanjuje oksidativni stres. Kao slobodni radikal “hvata¢”, karnozin sprjecava
oksidativnu Stetu na lipidima, proteinima i DNA, $to pomaZze u oCuvanju integriteta stanica i
prevenciji bolesti povezanih s oksidativnim stresom. Osim toga, karnozin ima vaznu ulogu u
keliranju metalnih iona, poput Zeljeza i bakra. Ovi metali mogu Kkatalizirati stvaranje slobodnih
radikala putem Fentonove reakcije, Sto doprinosi oksidativnom stresu. Karnozinovo kelirajuce
djelovanje pomaze u smanjenju metalno-induciranog stresa, ¢cime se dodatno smanjuje rizik od
oksidativnih oStecenja. Djelovanje karnozina kao pufera pH vrijednosti takoder je kljucno,
osobito u misi¢ima. Tijekom intenzivnih fizi¢kih aktivnosti, karnozin pomaze u odrzavanju
optimalne kiselinsko-bazne ravnoteze, sprjecavajuéi prekomjerno zakiseljavanje misi¢a. Ovo
smanjuje umor i poboljsava fizi¢ku izdrzljivost, $to ¢ini karnozin korisnim za sportase i fizicki
aktivne osobe. Konacno, karnozin inhibira proces glikacije proteina, koji vodi do stvaranja
Stetnih krajnjih produkata glikacije (engl. advanced glycation end-products, AGES). Ovi
spojevi povezani su s ubrzanim starenjem, razvojem kroni¢nih bolesti, ukljucujuci dijabetes i
kardiovaskularne bolesti. Smanjenje glikacije putem karnozina pomaZze u usporavanju procesa
starenja i o¢uvanju opceg zdravlja (16 - 29). Karnozin se apsorbira u organizam kroz probavni
sustav nakon oralne primjene. Proces apsorpcije karnozina zapocinje u tankom crijevu, gdje se
on razgraduje na njegove sastavne dijelove, beta-alanin i histidin, putem enzima karnozinaze.
Ovaj enzim, prisutan u crijevnim stanicama i krvotoku, brzo hidrolizira karnozin na njegove
sastavne aminokiseline. Nakon hidrolize, beta-alanin i histidin se apsorbiraju u krvotok putem
specificnih transportera u crijevnim stanicama. Ove aminokiseline tada cirkuliraju u krvi i mogu
se ponovno sintetizirati u karnozin unutar stanica tkiva gdje je prisutan enzim karnozin
sintetaza, poput miSi¢nog i mozdanog tkiva. Zbog brzog razlaganja karnozina u probavnom
sustavu, razina netaknutog karnozina u krvi nakon oralne primjene je relativno niska (26, 27).
Medutim, znacajna koli¢ina karnozina se ponovno sintetizira unutar stanica iz apsorbiranog
beta-alanina i histidina. Ova sinteza je vazna jer karnozin u tkivima igra klju¢nu ulogu u zastiti
stanica od oksidativnog stresa, regulaciji pH i1 drugim fizioloskim procesima. Za povecanje
razine karnozina u misi¢ima, Cesto se koristi suplementacija beta-alaninom, jer on ogranicava

brzinu sinteze karnozina.

Suplementacija beta-alaninom moze znacajno povecati koncentraciju karnozina u
misi¢ima, $to je posebno korisno za sportaSe i osobe koje se bave intenzivnim fizi¢kim

aktivnostima. Suplementacija karnozinom donosi znaCajne prednosti kako za fizicku



uvoD

izdrzljivost, tako 1 za neuroprotektivne funkcije. Karnozin je poznat po svojoj sposobnosti da
djeluje kao pH pufer u misSi¢ima, Sto znaci da pomaze neutralizirati nakupljanje mlijecne
kiseline tijekom intenzivnih fizickih aktivnosti. To rezultira smanjenjem misi¢nog umora i
povecanjem izdrzljivosti, Sto omogucava sportasSima i rekreativecima da duze odrzavaju visoku
razinu performansi. Osim toga, karnozin poti¢e oporavak misi¢a nakon napora, smanjujuci
vrijeme potrebno za regeneraciju i omogucavaju¢i brzi povratak na trening. Na
neuroprotektivnoj razini, karnozin ima sposobnost zastite neurona od oksidativnog stresa i
ekscitotoksicnosti, §to su kljucni faktori u razvoju neurodegenerativnih bolesti. Kao snazan
antioksidans, karnozin neutralizira ROS koje mogu ostetiti mozdane stanice, a takoder inhibira
procese koji dovode do glikacije i stvaranja toksi¢nih proteina povezanih sa starenjem mozga.
Zbog svojih antioksidativnih svojstava i sposobnosti inhibicije glikacije, karnozin je takoder
popularan u ,,anti-aging“ tretmanima. Redovita suplementacija karnozinom stoga uz pruzanje
zaStite u odrzavanju kognitivne funkcije moze pomoci i u ocuvanju mladenacke koze i

smanjenju znakova starenja (26 - 29).
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2 HIPOTEZA

Nadomjestak karnozina utjecat ¢e na izrazaj gena antioksidativnih enzima u krvnim

zilama Sprague-Dawley Stakora izloZenih visokoslanoj prehrani suplementiranoj karnozinom.



CILJEVI ISTRAZIVANJA

3 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj zavrSnog rada je odrediti uCinak nadomjestka karnozina na izrazaj gena
antioksidativnih enzima u uzorcima krvnih zila Sprague-Dawley Stakora izloZenih visokoslanoj

prehrani u odnosu na skupinu koja nije izlozena visokoslanoj prehrani niti karnozinu.
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4 MATERIJALI | METODE
4.1 Ustroj studije

Provedeno istrazivanje eksperimentalna je studija na izoliranim krvnim zilama pokusnih
laboratorijskih zivotinja (Sprague/Dawley Stakora). Istrazivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva za istrazivanja Medicinskog fakulteta Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku

(641-01/24-01/04).

Provedeni eksperimentalni postupci uskladeni su sa europskim smjernicama za
primjenu i skrb laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609) . Poduzeti su svi postupci kako bi
se sprijeCila patnja Zivotinja u skladu s etickim standardima Direktive 2010/63/EU Europskog

parlamenta i Vijeca o zastiti zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe.

Sva istrazivanja odobrena su od strane Etickog Povjerenstva Medicinskog fakulteta
Osijek (2158-61-46-24-87) te Ministarsva poljoprivrede Republike Hrvatske (525-09/566-22-
3).

4.2 Materijali

Za istrazivanje izraZaja gena koriStene su pohranjene krvne zile mozga zdravih pokusnih
Sprague-Dawley Stakora oba spola, u dobi od 8 do 10 tjedana starosti, koji su uzgojeni u
Vivariju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Ukupno 24 S$takora ukljucenih u istrazivanje,
nasumicno su podijeljeni u Cetiri eksperimentalne skupine. Nakon zavrSetka jednotjednog
protokola, Stakori su podvrgnuti postupku anestezije i analgezije primjenom kombinacije
midazolama u dozi od 0,5 ml/kg i ketamin-klorida u dozi od 3 ml/kg. Nakon §to je anestetik
postigao adekvatno djelovanje, Zivotinje su zrtvovane metodom dekapitacije. [zolirane su im
krvne Zile, koje su odmah zamrznute u teku¢em dusSiku kako bi se sprijecila degradacija tkiva.
Pohranjene su na temperaturi od -80 °C sve do trenutka kada je provedena izolacija RNA za
daljnje analize. Ovakav protokol omogucio je visokokvalitetno ocuvanje uzoraka za precizno

ispitivanje izrazaja gena.
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Tablica 1. Eksperimentalne skupine

Naziv skupine Opis

CTRL Kontrolna skupina na standardnoj prehrani (0,4 % NaCl) koja nije
konzumirala nadomjestak karnozina (N = 6).

CTRL + CAR Skupina koja je kroz sedam dana konzumirala oralni nadomjestak
karnozina (150 mg/kg) (N = 6).

HSD Skupina koja je kroz sedam dana izloZena visokoslanoj prehrani (4

% NaCl) (N = 6).

HSD + CAR Skupina koja je izloZena visokoslanoj prehrani i konzumirala je

nadomjestak karnozina (N = 6).

N oznacava broj Stakora u skupini

4.3 lzolacija RNA

Prvo je bilo potrebno izolirati RNA iz pohranjenih krvnih Zila. Ovaj postupak se
provodio u autoklaviranim Eppendorfovim tubama. Uzorci, smrznuti u teku¢em dusiku,
mehanicki su usitnjeni u tarioniku pomocu tucka Sto je viSe moguce. Kako bi se dobio
supernatant, uzorku je dodano 1 ml trizola, toksi¢ne tvari za odvajanje RNA 1 DNA iz tkiva.
Zatim je dodano 100 pul 1-brom-3-klor-propana kako bi se svi slojevi odvojili. Uzorak je naglo
promuckan 15 sekundi i ostavljen da se inkubira na sobnoj temperaturi osam minuta. Uzorci su
zatim centrifugirani pri 12 000 okretaja u trajanju od 15 minuta. Supernatant je prebacen u nove
sterilne Eppendorfove tubice, a svakoj tubici dodano je 500 pul izopropanola kako bi se RNA
odvojila od ostalog stani¢nog sadrzaja poput DNA, lipida i proteina. Uzorci su lagano
promuckani 15 do 20 sekundi i ponovno ostavljeni da se inkubiraju na sobnoj temperaturi osam
minuta. Nakon inkubacije, uzorci su ponovno centrifugirani pri 12 000 okretaja u trajanju od
osam minuta. Nakon centrifugiranja, isprani su s 1 ml 75%-tnog etanola bez muckanja uzorka
i stavljeni na centrifugiranje pri 7 500 okretaja u trajanju od pet minuta. Postupak ispiranja
etanolom ponovljen je dva puta. Nakon ¢iS¢enja etanolom, sav etanol je odliven, a uzorak je

ostavljen jednu minutu na zraku kako bi preostali etanol ispario.
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Nakon suSenja, dodano je 30 ul ¢iste vode (NFW, Nuclease-Free Water) i izmjerena je
koncentracija i Cistoéa RNA. Koncentracija i Cistoa RNA provjeravaju se i odreduju

spektrofotometrijski.
44 RTQPCR protokol

Za procjenu relativnog izrazaja gena Koristila se kvantitativna RT-PCR (reverzna
transkriptaza lan¢ana reakcija polimeraze) metoda na uredaju Bio-Rad Real Time PCR CFX96.
Nakon uskladivanja koncentracija, dobivena RNA ¢e se pretvoriti u komplementarnu DNA
(cDNA) primjenom reverzne transkripcije. Uz to, u reakciju se dodaje SYBR Green boja koja
se veze za dvolancanu DNA tijekom amplifikacije, omogucujuéi pracenje reakcije u stvarnom
vremenu. Kada se potvrdi kvaliteta i koncentracija RNA, provodi se reverzna transkripcija
(RT), proces pretvaranja RNA u cDNA. Za ovaj korak Kkoristi se enzim reverzna transkriptaza,
koji transkribira mRNA u cDNA. Ova faza je kljucna jer omogucuje konverziju informacija
sadrzanih u mRNA u format koji je stabilniji 1 pogodniji za PCR analizu. Kona¢ni cDNA
proizvod, zajedno s pocetnicama za ciljane gene i SYBR Green bojom za oznacavanje, bit ¢e
podvrgnut PCR reakciji i umnozen. Uredaj prati reakciju u stvarnom vremenu, omogucujuci
pra¢enje formiranja dvolancane DNA tijekom svakog ciklusa zahvaljuju¢i dodanoj SYBR
Green boji. Geni antioksidativnih enzima koji su bili analizirani uklju¢uju SOD2, SOD3, GpX1,
GpX4 1 CAT. Osim toga, za odredivanje izraZaja gena bili su koriSteni "housekeeping" geni,
konstitutivni geni izrazeni neovisno o razvojnom stadiju i vrsti stanice. Kao "housekeeping”

gen posluZio je B-aktin, a izrazaj gena bio je izrazen kao relativni u odnosu na ove gene.

Uredaj Bio-Rad Real Time PCR CFX96 omogucuje pracenje reakcije u stvarnom
vremenu (Slika 1). Tijekom svakog ciklusa PCR-a, uredaj biljezi koli¢inu fluorescentnog
signala koji se oslobada, §to omogucuje kvantitativnu analizu razine gena u uzorcima. Na kraju,
analiza rezultata omogucuje odredivanje relativnog izraZaja gena antioksidativnih enzima u
uzorcima krvnih zila u odnosu na referentni gen B-actin. Ovaj proces pruza detaljne uvide u
ekspresiju gena u kontekstu kardiovaskularnog zdravlja te identificira potencijalne terapeutske

ciljeve za lijjecenje kardiovaskularnih bolesti.
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Slika 2. Bio-Rad Real Time PCR CFX96 uredaj, Laboratorij za klini¢ku i molekularnu
imunologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku (izvor: original autora rada).

45 StatistiCke metode

Statisticke analize provedene su koriStenjem Graph Pad Prism v6.01 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) i Microsoft Excel 2016 (Microsoft Office 365, Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA). Za graficki prikaz i analizu rezultata koriSten je GraphPad
(San Diego, CA, SAD). Za izra¢un veli¢ine uzorka koristen je softver GPower v3.1.9.7.
(Heinrich Heine University Diisseldorf, Diisseldorf, Njemacka. Kada su varijable normalno
rasporedene, razlike izmedu vrijednosti testirane su Studentovim t-testovima. Kada su varijable

nenormalno rasporedene, koriSten je Mann-Whitneyev test. P < 0,05 je razina zna¢ajnosti.
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5 REZULTATI
5.1 Relativan izrazaj superoksid dismutaze (SOD)

Relativan izrazaj SOD2 znacajno je povisen u HSD + CAR u odnosu na CTRL (P =
0,01) i u odnosu na HSD skupinu (P = 0,01) (Slika 3).

Krvne zile mozga

Ral — mm CTRL
o = CTRL + CAR

1,0 - —= Em HSD
1 HSD + CAR

Relativni genski izazaj S0D2

0’5 i T
0,0 _L L
Rezultati su izraZeni kao aritmetiCka sredina
i standardna devijacija.

* P <0,05 unutar skupina
T P <0,05 izmedu skupina

Slika 3. Relativan izrazaj gena SOD2 u uzorcima krvnih Zila mozga Sprague-Dawley

Stakora

Uzorci su bili podijeljeni u Cetiri eksperimentalne skupine: prva je bila kontrolna skupina koja
nije bila izloZena ni visokoslanoj prehrani niti oralnom nadomjesku karnozina (CTRL, N = 6).
Druga skupina sastojala se od Stakora koji su sedam dana primali oralni nadomjestak karnozina
(CTRL + CAR, N = 6). Treca skupina bila je izloZena visokoslanoj prehrani tijekom sedam
dana (HSD, N = 6), dok je Cetvrta skupina kombinirala sedmodnevnu visokoslanu prehranu s
konzumacijom oralnog nadomjestka karnozina (HSD + CAR, N = 6). Izrazaj gena normaliziran
je prema izrazaju gena za [-aktin, kako bi se osigurala to¢nost i pouzdanost rezultata. Rezultati
su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka analiza
pokazala je da su razlike unutar skupina bile znacajne, pri ¢emu je *P < 0,05 ukazivalo na
znacajnu razliku u usporedbi s kontrolnom (CTRL) i visokoslanom (HSD) skupinom unutar
iste skupine. Takoder, TP < 0,05 oznacavalo je statisticki znacajnu razliku izmedu kontrolne

skupine (CTRL) i ostalih eksperimentalnih skupina. N u svakom sluc¢aju predstavlja broj

uzoraka koris$tenih u analizi.
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Relativan izrazaj SOD3 znacajno je povisen u CTRL + CAR skupini u odnosu na CTRL
(P =0,02) te u HSD + CAR skupini u odnosu na CTRL (P = 0,02) (Slika 4).

Krvne Zle mozga

3-.
§ T . mm CTRL
] '|' @ CTRL + CAR
5 2 T mEm HSD
N
= 1 HSD + CAR
S 14
5
=
&
0_

Rezultati su izraZeni kao aritmeti Cka sredina
i standardna devijacija.
* P <0,05 unutar skupina
t P <0,05 izmedu skupina

Slika 4. Relativan izrazaj gena SOD3 u uzorcima krvnih Zila mozga Sprague-Dawley

Stakora

Uzorci su bili podijeljeni u Cetiri razli¢ite skupine. Prva skupina, kontrolna (CTRL, N = 6), nije
bila izloZena niti visokoslanoj prehrani niti oralnom nadomjesku karnozina. Druga skupina
(CTRL + CAR, N = 6) primala je oralni nadomjestak karnozina tijekom sedam dana, dok je
treca skupina (HSD, N = 6) bila izlozena samo visokoslanoj prehrani kroz isto razdoblje.
Cetvrta skupina (HSD + CAR, N = 6) kombinirala je visokoslanu prehranu sa sedmodnevnom
konzumacijom oralnog nadomjestka karnozina. Za normalizaciju izrazaja SOD3 gena koriSten
je izrazaj gena za B-aktin, Sto je omogucilo precizno kvantificiranje promjena u izrazaju SOD3.
Rezultati su prezentirani kao aritmeticke sredine s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
Statisticka znacajnost razlika izmedu skupina utvrdena je s razinom znac¢ajnosti od P <0,05. N

oznacava broj uzoraka u svakoj skupini koji su koristeni za analizu.
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5.2 Relativan izraZaj glutation peroksidaze (GPX)
Relativan izrazaj GPx1 znacajno je povisen u CTRI + CAR skupini u odnosu na

CTRL (P =0,01) te u HSD + CAR skupini u odnosu na CTRL (P =0,02) i HSD (P = 0,02)
skupine (Slika 5).

Krvne Zile mozga

% 2,0 -
& t Em CTRL + CAR
;g 15 J —|- mm CTRL
N Bl HSD
2 410 4 . = HSD+CAR
w ’ —
g T
= 0,5 4
2
E 0,0 i
e -
Rezultati suizrazeni kaoaritmetickai
standardna devijadija.
* P<0,05 unutar skupina

1+P<0,05izmedu skupina

Slika 5. Relativan izrazaj gena GPx1 u uzorcima krvnih Zila mozga Sprague-Dawley

Stakora

Uzorci su bili rasporedeni u cCetiri eksperimentalne skupine kako bi se istrazili u€inci razli¢itih
uvjeta. Prva skupina (CTRL, N = 6) sluzila je kao kontrola i nije bila izlozena ni visokosalnoj
prehrani niti oralnom nadomjesku karnozina. Druga skupina (CTRL + CAR, N = 6) dobivala
je oralni nadomjestak karnozina tijekom sedam dana. Treca skupina (HSD, N = 6) bila je
podvrgnuta visokoslanoj prehrani kroz sedam dana, dok je cetvrta skupina (HSD + CAR, N =
6) kombinirala visokoslanu prehranu s konzumacijom oralnog nadomjestka karnozina u istom
vremenskom razdoblju. Za normalizaciju izrazaja GPx1 gena koristen je izrazaj gena za B-aktin,
¢ime je osigurana toc¢nost u kvantifikaciji relativnog izrazaja. Rezultati su predstavljeni kao
aritmeticke sredine s pripadaju¢im standardnim devijacijama. Statisticka analiza je pokazala da
postoji znacajna razlika (*P < 0,05) u izraZzaju izmedu HSD skupine i ostalih eksperimentalnih

skupina. N u svakom slu¢aju oznacava broj uzoraka koristenih u analizi.
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Relativni izrazaj GPx4 znacajno je povisen u CTRL + CAR skupini u odnosu na CTRL
skupinu (P = 0,01) te u HSD + CAR skupini u odnosu na CTRL (P =0,01) i HSD (P =0,01)
skupine ( Slika 6) .

Krvne zile mozga

< 15 | * T | *

g : | 11 [ | mm CTRL

T T T CTRL + CAR
S 10 1 mm HSD

z HSD + CAR
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Rezultati su izraZeni kao aritmetiCka sredina i
standardna devijacija.
* P <0,05 unutar skupina
T P <0,05 izmedu skupina

Slika 6. Relativan izrazaj gena GPx4 u uzorcima Kkrvnih Zila mozga Sprague-Dawley

Stakora

Uzorci su bili rasporedeni u Cetiri eksperimentalne skupine radi procjene utjecaja razli€itih
uvjeta. Prva skupina (CTRL, N = 6) bila je kontrolna i nije bila izloZena ni visokoslanoj prehrani
ni oralnom nadomjestku karnozina. Druga skupina (CTRL + CAR, N = 6) primala je oralni
nadomjestak karnozina tijekom sedam dana. Tre¢a skupina (HSD, N = 6) bila je izloZena
visokoslanoj prehrani kroz sedmodnevno razdoblje, dok je ¢etvrta skupina (HSD + CAR, N =
6) istovremeno konzumirala visokoslanu prehranu i oralni nadomjestak karnozina. Za
normalizaciju izrazaja GPx4 gena koriSten je izrazaj gena za B-aktin, ¢ime je osigurana
pouzdanost 1 preciznost u mjerenju relativnog izrazaja. Rezultati su prikazani kao aritmeticke
sredine uz standardne devijacije. StatistiCka analiza je pokazala znaCajne razlike u izraZaju
izmedu skupina, pri ¢emu je *P < 0,05 oznaCavalo znacajnu razliku u usporedbi s HSD

skupinom. Broj uzoraka unutar svake skupine oznacen je s N.
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5.3 Relativan izrazaj katalaze (CAT)

Relativan izrazaj CAT je znacajno povisen u HSD + CAR skupini u odnosu na CTRL
(Slika 7).

Krvne Zile mozga

k20 -

) e == CTRL
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Rezultati suizrazeni kao aritmmeti¢ka sredina
i standardna devijacija.
TP <0,05 izme du skupina

Slika 7. Relativan izrazaj gena CAT u uzorcima Krvnih Zila mozga Sprague-Dawley

Stakora.

Uzorci su bili rasporedeni u Cetiri skupine kako bi se istrazili ucinci razli¢itih tretmana. Prva
skupina bila je kontrolna (CTRL) i nije bila izloZena ni visokoslanoj prehrani ni oralnom
nadomjestku karnozina. Druga skupina (CTRL + CAR) primala je oralni nadomjestak
karnozina tijekom sedam dana. Treca skupina bila je izlozena visokoslanoj prehrani kroz isto
razdoblje, dok je cetvrta skupina (HSD + CAR) kombinirala visokoslanu prehranu s
konzumacijom oralnog nadomjestka karnozina. Za normalizaciju izrazaja CAT gena koriSten
je izrazaj gena za P-aktin, osiguravajuci preciznu kvantifikaciju promjena u izrazaju. Rezultati
su prikazani kao aritmeticke sredine uz pripadajuce standardne devijacije. Statisticka znac¢ajnost
razlika izmedu skupina odredena je s razinom znacajnosti P < 0,05, §to ukazuje na znacajne

promjene u izraZaju gena u razli¢itim uvjetima.
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6 RASPRAVA

Vecina provedenih istrazivanja nudi pozitivnu perspektivu na karnozin, isti¢uci njegova
potencijalna antioksidativna, anti-glikacijska, neuroprotektivna i protuupalna svojstva. Studije
upucuju na to da karnozin moze pruziti znacajne zdravstvene prednosti, ukljucujuéi zastitu od
oksidativnog stresa, poboljSanje fizicke izdrzljivosti, usporavanje procesa starenja, te
potencijalno igra klju¢nu ulogu u prevenciji ili ublazavanju neurodegenerativnih bolesti poput
Alzheimerove (26, 29). Iako vec€ina istrazivanja ukazuje na pozitivne u¢inke karnozina, postoje
odredena podrucja gdje konsenzus jos$ uvijek nije postignut. Jedno od glavnih pitanja odnosi se
na njegovu biodostupnost, odnosno koliko ucinkovito karnozin tijelo apsorbira i zadrzava
nakon oralne primjene. Takoder, postoje razliiti stavovi o optimalnim dozama za
suplementaciju te 0 mogué¢im dugoro¢nim ucincima uzimanja visokih doza karnozina. Ipak,
postoji dovoljan broj istrazivanja koja su u suglasju 1 potvrduju pozitivan utjecaj karnozina na
izrazaj i aktivnost antioksidativnih enzima. Juki¢ i sur. navode da kao endogena tvar u tijelu,
karnozin se lako apsorbira kroz probavni sustav i ima sposobnost prelaska krvno-mozdane
barijere. Takoder, ravnoteza izmedu karnozina i njegovih aminokiselinskih komponenti u
vaskularnom tkivu mogla bi predstavljati novi mehanizam za regulaciju vaskularnog tonusa i
funkcija povezanih s kardiovaskularnim bolestima. S obzirom na to da povecani oksidativni
stres, kao 1 upala i aktivacija endotela (posebno interakcija izmedu endotela i leukocita) igraju
kljuénu ulogu u nastanku disfunkcije endotela kod raznih kardiovaskularnih bolesti, postoji
opravdana pretpostavka da bi suplementacija karnozinom mogla imati pozitivan uc¢inak na
funkciju endotela. NaglaSavaju mogucnosti poboljSanja reaktivnosti krvnih zila, kako u
makrocirkulaciji, tako 1 u mikrocirkulacij te zakljuCuju da se istraZivanje karnozinovih
antioksidativnih svojstava u kardiometabolickim bolestima ¢ini glavnim smjerom buduce
istrazivacke aktivnosti, posebno u obliku prehrambenog unosa, kao §to je u funkcionalnoj hrani
(26). Ozdogan i sur. proucili su ucinak karnozina na oksidativni stres uzrokovan
doksorubicinom. U sréanom tkivu Zenki Sprague-Dawley Stakora koje su primale karnozin,
zabiljezena je oCuvana aktivnost SOD i GPx, dok je inaktivacija CAT bila sprijecena (30).
Rezzani 1 sur. istrazivali su ucinke karnozinola, novog analoga karnozina, u borbi protiv
oksidativnog stresa i1 upale izazvanih vodikovim peroksidom (H20:) u L6 miSi¢nim stanicama.
Dok su karnozin i karnozinol pokazali znaCajne antioksidativne i protuupalne ucinke,
karnozinol je bio ucinkovitiji u ocuvanju mitohondrijskih funkcija i smanjenju oksidativnog
stresa, apoptoze i upale. Anserin je, iako poznat kao antioksidans, bio manje uc¢inkovit u ovom

kontekstu. Izrazaj SOD i CAT u skupini koja je prije izlaganja peroksidu primila tretman
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karnozinom nije bio sniZen za razliku od netretirane skupine (31). Kitiyakara i sur. otkrivaju
kako visok unos soli moze znac¢ajno povecati oksidativni stres u bubrezima normalnih Stakora.
Ustanovili su da sol uzrokuje porast u izlu¢ivanju 8-Isoprostaglandina i MDA u urinu, $to
ukazuje na povecanu proizvodnju ROS. Ovu promjenu su povezali s pove¢anom aktivnoscéu
NADPH 1 NADH oksidaza u bubrezima te povec¢anjem ekspresije mRNA za enzime gp91phox
I p47phox, dok se istovremeno smanjuje ekspresija mRNA za IC- i Mn-SOD. Usprkos
smanjenju aktivnosti RAS-a uslijed visoke soli u prehrani, u bubrezima su i dalje biljezi
povecanu proizvodnju ROS te smanjenje ekspresije Mn-SOD, te navode da prehrana bogata
soli moze dovesti do znacajnih promjena u izrazaju klju¢nih enzima i pogorsati zdravlje
bubrega, ukazujuci na potrebu za daljnjim istrazivanjima kako bi se razumjeli svi potencijalni
zdravstveni rizici povezani s visokim unosom soli (32). Aydin i sur. proucavali su ucinke
tretmana karnozinom na lipidnu peroksidaciju i antioksidativni status u jetri, srcu i mozgu
mladih i starth muZjaka Stakora. U jetri starih Stakora uocena su zna¢ajna smanjenja u razinama
GSH i vitamina C, kao i u aktivnosti SOD-a, dok su razine vitamina E i aktivnosti GSH-Px
ostale iste. U srcu i mozgu starih Stakora, razine ne-enzimatskih i enzimatskih antioksidansa
nisu se promijenile. Tretman karnozinom rezultirao je smanjenjem poviSenih razina
malondialdehida, diene konjugata i1 proteina karbonil te je znacajno povecao razinu vitamina E

I aktivnost SOD-a u jetri starih Stakora (33).

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi izraZaj gena antioksidativnih enzima u krvnim
zilama Sprague-Dawley Stakora izloZenih visokoslanom reZimu prehrane uz nadomjestak
karnozina. Znacajno povecanje izrazaja SOD2, SOD3,GPx1,GPx4 i CAT primije¢eno je u
skupini koja je bila izloZena visokoslanoj 1 karnozinskoj prehrani, u usporedbi sa skupinom koja
je bila izloZzena samo visokoslanoj prehrani, te je takoder znaCajno poviSenje izraZaja
primije¢eno kod SOD3,GPx1 i GPx4 u skupinama koje su bile izlozene samo nadomjestku
karnozina u usporedbi na kontrolnu skupinu. Rezultati su u skladu s prethodnim istrazivanjima
provedenim na Medicinskom fakultetu u Osijeku, koja su istrazivala u¢inak nadomjestka
karnozina na oksidativni stres izazvan visokim unosom soli. Utvrdeno je da oralna
suplementacija karnozinom doprinosi obnovi vaskularne reaktivnosti narusene visokoslanom
prehranom, igra klju¢nu ulogu u odrzavanju oksidativne ravnoteZze 1 poboljSava
mikrovaskularnu vazodilataciju, istovremeno povecavaju¢i antioksidativni kapacitet i

smanjujuci oksidativni stres u serumu 1 tkivima Stakora (16, 18, 33).

Na temelju svih dosadaSnjih saznanja, moZe se zakljuciti da karnozin ima potencijalno
vaznu ulogu kao snazan vaskularni antioksidans, a njegov uc¢inak na smanjenje oksidativnog
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stresa usmjerava na bitnu poveznicu s promjenama u izrazaju antioksidativnih gena. Medutim,
potrebno je provesti dodatna opsezna istrazivanja kako bi se preciznije utvrdili njegovi to¢ni

ucinci i mehanizmi djelovanja.
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7  ZAKLJUCAK

Na temelju prikupljenih podataka moze se zakljuciti da nadomjestak karnozina znacajno

utjeCe na izrazaj gena za antioksidativne enzime, posebno u uvjetima povec¢anog unosa soli.

- Karnozin moze posredovati svoje antioksidativno djelovanje poveéanjem ekspresije
gena koji kodiraju antioksidativne enzime.

- Karnozin ne samo da direktno neutralizira slobodne radikale, ve¢ i potic¢e aktivnost
gena odgovornih za proizvodnju enzima koji Stite stanice od oksidativnog stresa.

- Ovaj mehanizam omogucuje dodatnu zastitu od oksidativnih oste¢enja uzrokovanih

visokim unosom soli.
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8 SAZETAK

Cilj istrazivanja: Odrediti utjecaj prehrane s visokim unosom soli i nadomjestkom karnozina

na izrazaj gena antioksidativnih enzima u krvnim zilama kod Sprague-Dawley Stakora.

Materijal i metode: Zdravi Sprague-Dawley stakori starosti 8 - 10 tjedana koji su podijeljeni
u cetiri skupine: CTRL (kontrolna skupina koja nije izlozena niti prehrani s visokim unosom
soli niti nadomjestku karnozina, HSD (skupina koja je izloZzena prehrani s visokim unosom
soli), CTRL + CAR (skupina koja je tijekom 7 dana primala oralni nadomjestak karnozina 150
mg/kg), HSD + CAR (skupina koja je tijekom 7 dana bila izlozena prehrani s visokim unosom
soli i kojoj je jednom dnevno dan nadomjestak karnozina). Relativni izrazaj gena odreden je
RTgPCR metodom na Bio-Rad Real Time PCR CFX96 uredaju.

Rezultati: Nakon provodenja istrazivanja rezultati su pokazali da je razina genskog izrazaja
SOD2, SOD3,GPx1, i GPx4 i CAT povisena u HSD + CAR skupini. Izrazaj gena SOD3, GPx1,
i GPx4 takoder je povisen u CTRL + CAR skupini u odnosu na CTRL skupinu.

Zakljucak: Na temelju prikupljenih podataka moze se zakljuciti da karnozin znacajno
povecava izraZaj gena za antioksidativne enzime, osobito u uvjetima visokog unosa soli. Ovo
sugerira da karnozin ne samo da neutralizira slobodne radikale, ve¢ i1 poti¢e aktivnost gena
odgovornih za proizvodnju enzima koji Stite stanice od oksidativnog stresa, pruzaju¢i dodatnu

zastitu u takvim uvjetima.

Kljuéne rije€i: antioksidansi; karnozin; genski izraZaj; natrijev klorid; oksidativni stres;

Sprague-Dawley Stakori
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9 SUMMARY

The expression of antioxidative enzymes in blood vessels of Sprague-Dawley rats on high

salt and carnosine diet

Objectives: To investigate the influence of a high salt diet and carnosine supplementation on

gene expression of antioxidative enzymes in the blood vessels of Sprague-Dawley rats.

Material and Methods: Healthy Sprague-Dawley rats aged 8 - 10 weeks that were divided
into four groups: CTRL (control group exposed to neither high salt diet nor carnosine
supplement), HSD (group exposed to a high salt diet), CTRL + CAR (group that received
150mg/kg oral carnosine supplementation for 7 days), HSD + CAR (group that was exposed to
a high salt diet for 7 days and was given a carnosine supplement once a day). Relative gene
expression was determined by the RTqgPCR method on a Bio-Rad Real Time PCR CFX96

device.

Results: After conducting the research, the results showed that the gene expression levels of
SOD2, SOD3, GPx1, GPx4, and CAT were elevated in the HSD + CAR group. The expression
of SOD3, GPx1, and GPx4 genes was also elevated in the CTRL + CAR group compared to the
CTRL group.

Conclusion: Based on the collected data, it can be concluded that carnosine significantly
increases the expression of antioxidant enzyme genes, particularly under conditions of high
salt intake. This suggests that carnosine not only neutralizes free radicals, but also stimulates
the activity of genes responsible for producing enzymes that protect cells from oxidative stress,
thereby providing additional protection under such conditions.

Key words: antioxidans; carnosine; gene expression; natrium chloride; oxidative stress;

Sprague-Dawley rats
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