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1. Uvod 

Društvo se danas susreće s porastom očekivane prosječne duljine života od 66,8 godina 2000. 

godine na 73,1 tijekom 2019. godine (World Health Organization 2023b). Ovaj trend vodi sve 

većem udjelu starije populacije. U 2019. godini 1 milijarda ljudi bila je starija od 60 godina, a do 

2050. godine procjenjuje se da će ta će brojka narasti na 2,1 milijardi (World Health Organization 

2023a). Starenje je normalan fiziološki proces kroz koji prolaze sve stanice i tkiva pojedinog 

organizma. Karakterizira ga promjena i smanjenje efikasnosti osnovnih fizioloških funkcija, poput 

promjena u metabolizmu te nakupljanja oštećenja stanične mašinerije od pojedinih unutarstaničnih 

makromolekula do čitavih organela, ali i izvanstraničnog matriksa. Za normalan proces starenja 

definirane su ključne, uvijek prisutne promjene nazvane obilježja starenja (engl. hallmarks of 

aging). U prvom izdanju 2013. godine obuhvaćale su devet promjena: genomsku nestabilnost, 

skraćivanje telomera, epigenetske promjene, gubitak proteostaze, mitohondrijsku disfunkciju, 

staničnu senescenciju i gubitak matičnosti stanica, te promjenu u međustaničnoj komunikaciji i 

detekciji prisutnosti nutrijenata (López-Otín i sur. 2013).  Koncept se kontinuirano nadograđuje s 

novim saznanjima tako da su 2023. godine dodane još tri promjene: smanjenje makroautofagije, 

kronična upala i disbioza (López-Otín i sur. 2023).    

Unatoč produljenom životnom vijeku, trajanje perioda visoke kvalitete života bez ozbiljnih 

bolesti ostao je relativno nepromijenjen (Crimmins 2015), a stariju dob prate kronična zdravstvena 

stanja poput metaboličkih poremećaja, autoimunih, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih 

bolesti koje predstavljaju i glavni uzrok smrtnosti u razvijenim dijelovima svijeta (World health 

statistics 2024). Ove bolesti predstavljaju veliki financijski i mentalni teret pojedincima, a utječu i 

na državnu i svjetsku ekonomiju, stoga su bazična istraživanja u ovom području od iznimne 

važnosti.  

Kao osnovni postulat starenja 1956. godine postavljena je teorija slobodnih radikala. Za 

pokretača starenja predloženo je nakupljanje slobodnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen 

species, ROS) i nastanak njima prouzročenih oštećenja na makromolekulama (Harman 1956). 

Danas  smjernice zdravog starenja uključuju smanjenje svakodnevnog stresa, pravilnu prehranu i 

tjelovježbu. U 2019. godini 5 milijuna smrtnih ishoda uzrokovale su bolesti vezane uz pretilost kao 

što su kardiovaskularne bolesti, dijabetes, karcinomi, neurološki poremećaji te kronične 
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respiratorne i probavne bolesti (Murray i sur. 2020). Na staničnoj razini ovaj se podatak može svesti 

na jedan sveprisutni životni proces- metabolizam. Metaboličke reakcije osiguravaju optimalne 

količine energije i građevnih jedinica za sve komponente stanica i tkiva. Regulacija metaboličkih 

reakcija odvija se pomoću regulatornih proteina, često pleiotropnih enzima reguliranih količinom 

nutrijenata u stanicama. Iako normalno starenje nužno prate promjene u metabolizmu (Ren i sur. 

2017), metabolizam se mijenja i svakodnevno u skladu s fiziološkim uvjetima  u organizmu koji 

uvelike ovisi o prehrani i životnom stilu pojedinaca. U prilog tvrdnji da je metabolizam ključ 

određivanja biološke starosti pojedinog organizma govori i činjenica da kalorijska restrikcija bez 

pothranjenosti produljuje period zdravog života modelnih organizama (López-Otín i sur. 2013). 

Neki od glavnih regulatora metabolizma u stanici su IIS (engl. Insulin/Insulin-like Growth Factor 

Signaling), GCN2 (engl. General Control Nonderepressible 2), mTOR (engl. Mechanistic Target 

of Rapamycin), AMPK (engl. AMP-activated Protein Kinase) i sirtuini. Zajedno ovi proteini i 

njihovi stanični putevi reguliraju homeostazu glukoze, proteina i lipida time regulirajući rast i diobu 

stanica, a utječu i na podložnost tkiva oksidativnom stresu (Amorim i sur. 2022; Ji i sur. 2022). 

Modulacija rada ovih enzima s obzirom na trenutne fiziološke uvjete u stanici dovodi do kaskade 

nizvodnih reakcija koje mijenjaju staničnu homeostazu reprogramiranjem genske ekspresije, ali i 

proteinske aktivnosti posttranslacijskim modifikacijama (Ren i sur. 2017). Tako je supresija IIS, 

mTOR te aktivacija AMPK, GCN2 i sirtuina uspješno produžila životni vijek u raznih modelnih 

organizama (Baur i sur. 2012; Ferraz i sur. 2016; Fontana i sur. 2010; Su i sur. 2019). 

U slučaju IIS, GCN2, mTOR i AMPK radi se o pojedinačnim proteinima ili proteinskim 

kompleksima koji djeluju na veći broj nizvodnih meta uključenih u regulaciju ukupnog 

metabolizma stanica. U slučaju sirtuina radi se o obitelji koja u sisavaca sadrži 7 članova s velikim 

brojem nizvodnih interaktora koji ukupno utječu na svih dvanaest obilježja starenja. Zbog toga im 

odgovara opis „sedam sirtuina u sedam smrtonosnih bolesti starenja“ (Ji i sur. 2022; Morris 2013). 

1.1. Sirtuini 

Obitelj proteina sirtuina evolucijski je očuvana skupina lizin-deacetilaza i ADP-

riboziltransferaza. Skupina je regulirana na transkripcijskoj, posttranskripcijskoj i 

posttranslacijskoj razini. Međuovisnost metabolizma i sirtuina uočljiva je već na transkripcijskoj 

razini s obzirom da prepisivanje gena SIRT1 ovisi o aktivatorima i represorima reguliranim 
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količinom energije i nutrijenata, dok posttranskripcijska stabilizacija mRNA ovog sirtuina ovisi o 

redoks uvjetima u stanici (Morris 2013). 

Aktivnost obitelji usko je vezana za metaboličko stanje stanica i tkiva s obzirom da im je 

glavni kofaktor nikotinamid adenin dinukleotid (NAD+). U ovih enzima NAD+ se koristi u reakciji 

deacetilacije čime nastaje nikotinamid (NAM) i 2'-O-acetil-ADP riboza (Tao i ostali, 2023). NAM 

nastaje i ribozilstransferaznom aktivnošću SIRT4 i SIRT6 (van de Ven i sur. 2017). SIRT1 

nekompetitivno veže NAM i time prolazi samoregulaciju vlastite aktivnosti  (Sharma i sur. 2023). 

U uvjetima velike količine nutrijenata stanice ulaze u kataboličke reakcije β-oksidacije masnih 

kiselina, Krebsovog ciklusa i glikolize koje produciraju energiju i visokoenergetske elektrone 

pritom reducirajući NAD+ u NADH (Tao i sur. 2023). Time se smanjuje dostupnost kofaktora 

sirtuina, a posljedično i njihova aktivnost. Zajedničko obilježje svih sirtuina predstavljaju 

konzervirane NAD-vezne domene, a razlike u njihovoj lokaciji, djelovanju i interakcijskim 

partnerima pripisujemo intrinzično neorganiziranim terminalnim dijelovima proteina (Costantini i 

sur. 2013). Osim toga, terminalni su dijelovi mjesto posttranslacijskih modifikacija sirtuina 

(Costantini i sur. 2013) koje također doprinose promjenama u njihovoj aktivnosti i interakciji s 

nizvodnim metama (Morris 2013).  

Za sirtuine je karakteristično različito djelovanje i stupanj aktivnosti ovisno o fiziološkom 

stanju. Aktivnost sirtuina opada i sa starenjem, a ponovna aktivacija dovodi do pomlađivanja i 

produljenja životnog vijeka modelnih organizama. Održavanje aktivnosti sirtuina u našim tkivima, 

bilo kalorijskom restrikcijom ili prehrambenim suplementima, vjerojatno ima ulogu u postizanju 

nepatološkog starenja (Baur i sur. 2012).  

SIRT1, SIRT6 i SIRT7 su jezgreni sirtuini koji modificiraju različite tipove histona i time 

utječu na ekspresiju jezgrenih gena, ali djeluju i na druge, nehistonske mete (Tao i sur. 2023). 

SIRT1 vezan je uz eukromatinsko područje jezgre i citoplazmu. Sudjeluje u regulaciji 

antioksidativnih i metaboličkih puteva, transkripcije i stabilnosti DNA te ima zaštitnu ulogu u 

mnogih kroničnih bolesti starije dobi. SIRT6 pokazuje ADP-riboziltransferaznu aktivnost i u jezgri 

zauzima heterokromatinska područja. Ima zaštitno djelovanje od oksidativnih oštećenja u stanici i 

smanjuje upalne reakcije pa se pokazao bitnom karikom u zaštiti od apoptoze i senescencije te u 

reprogramiranju stanične sudbine. SIRT7 prisutan je u području jezgrice. Zaslužan je za održavanje 
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heterokromatina te povezan s mitohondrijskom biogenezom i popravkom DNA. Sudjeluje i u 

održavanju matičnosti i dugovječnosti, a u patološkom je smislu povezan s više vrsta karcinoma 

(Sharma i sur. 2023). 

SIRT2 smješten je u citoplazmi stanica gdje sudjeluje u zaštiti od oksidativnog oštećenja, 

a ulogu ima i u metaboličkom reprogramiranju. Iako djeluje negativno na tumorsko preživljenje 

hipoksije dokazana je njegova povećana ekspresija u nekih tumora (Sharma i sur. 2023). 

U mitohondriju osim produkcije ATP-a i regulacije staničnog metabolizma nastaje i otpušta 

se ROS. Mitohondrijska disfunkcija jedna je od osnovnih obilježja starenja, a pokazalo se kako je 

pozitivnom povratnom spregom povezana s drugim obilježjima poput genomske nestabilnosti, 

epigenetskih promjena, kronične upale, ali i senescencije. Osim toga, metaboličke intervencije koje 

utječu na produljenje životnog vijeka povezane su s povećanom mitohondrijskom biogenezom na 

koju utječu poglavito SIRT1 i SIRT3 (Amorim i sur. 2022). U mitohondriju su smještena tri 

sirtuina, SIRT3, 4 i 5. SIRT4 uz deacetilaznu posjeduje i ADP-riboziltransferaznu aktivnost. 

Sudjeluje u regulaciji metabolizma glukoze, staničnoj signalizaciji i mitotskom dijeljenju stanica. 

Njegovo djelovanje u tumorigenezi je kontradiktorno jer ga pojedina istraživanja navode kao tumor 

supresora, dok druga govore u prilog uloge u razvoju i metastaziranju tumora (Sharma i sur. 2023). 

SIRT5 je manje ovisan o dostupnosti NAD+ od ostalih sirtuina, a od njih se razlikuje i u 

promijenjenom enzimatskom djelovanju s obzirom da provodi desukcinilaciju, demalonilaciju i 

deglutamaciju. Sudjeluje u metaboličkoj regulaciji, ali uloge ima i u proliferaciji i metastaziranju 

tumora te neurodegenerativnim bolestima (Sharma i sur. 2023; Wang i sur. 2022). Mitohondrijski 

sirtuini jedine su deacetilaze ovog organela, a najjaču katalitičku ulogu u tome ima SIRT3. Zbog 

utjecaja na rad mitohondrija te višestrukog efekta regulacije količine reaktivnih kisikovih vrsta 

izdvojio se kao važan regulator normalnog starenja (Morris 2013; Sidorova-Darmos i sur. 2018). 

1.2. Regulacija i uloge SIRT3 

SIRT3 je najbolje istraženi član mitohondrijskih sirtuina. Regulacija prepisivanja gena 

SIRT3 povezana je s mitohondrijskom biogenezom, metabolizmom i regulacijom oksidativnog 

stresa preko uloga njegovih transkripcijskih faktora. Primjerice peroksisom-proliferator-aktivirani 

receptor gama koaktivator 1 alfa (engl. peroxisome proliferator–activated receptor gamma 

coactivator-1 alpha, PGC1α) i receptor povezan s estrogenom (engl. estrogen-related receptor 
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alfa, ERRα) zajedno potiču ekspresiju SIRT3 (Giralt i sur. 2011). PGC1α kao transkripcijski 

aktivator uz pomoć ERRα utječe na regulaciju metabolizma glukoze i lipida te djeluje na 

mitohondrijsku biogenezu i regulaciju oksidativnog stresa (Liang i Ward 2006; Villena i Kralli 

2008). Nadalje, još jedan transkripcijski aktivator FOXO3a (engl. Forkhead box class O3a) 

sudjeluje u regulaciji redoks statusa stanica, njihovom metabolizmu, ali i usmjeravanju stanične 

sudbine (Fiorillo i sur. 2023; Jin i sur. 2022).   

Protein SIRT3 u stanici poprima dva oblika, duži neprocesirani (44 kDa) kojeg nalazimo u 

jezgri te kraći (28 kDa) koji se nalazi u matriksu mitohondrija (Marcus i Andrabi 2018; Scher i sur. 

2007). Za lokalizaciju u mitohondriju odgovoran je N-terminalni slijed, a po ulasku u mitohondrij 

nastupa cijepanje peptidazom u matriksu (Sharma i sur. 2023).  

Iako postoje sumnje da je jezgreni SIRT3 neaktivna forma ovog proteina, Scher i suradnici 

(2007) dokazali su deacetilaciju histona H3 i H4 u promotorskoj regiji s funkcijom transkripcijske 

represije gena. U umjetno induciranim uvjetima stresa u stanici dolazi do gubitka jezgrenog SIRT3, 

a i aktivacije transkripcije gena uključenih u regulaciju metabolizma i oksidativnog stresa (Iwahara 

i sur. 2012; Scher i sur. 2007). U mitohondriju SIRT3 ima veći broj meta. Dapače, mišji modeli s 

nedostatkom SIRT3, za razliku od drugih mitohondrijskih sirtuina, jedini pokazuju hiperacetilaciju 

mitohondrijskih proteina (Ji i sur. 2022). S obzirom da je deacetilacija važna posttranslacijska 

modifikacija koja u većine mitohondrijskih meta potiče aktivnost, SIRT3 nizvodno regulira 

produkciju ATP-a mijenjajući metabolizam glukoze i lipida te oksidativnu fosforilaciju. Djelujući 

na biogenezu i stabilnost mitohondrija regulira apoptozu, a smanjenjem razine ROS-a i aktivacijom 

antioksidativnih enzima sudjeluje u zaštiti od oksidativnog stresa i oštećenja tkiva (Baur i sur. 

2012; Hebert i sur. 2013; Morris 2013; Sidorova-Darmos i sur. 2018; Yang i sur. 2016).   

Širok dijapazon aktivnosti SIRT3 i njegova regulacija pripisuje se njegovoj unutarstaničnoj 

lokalizaciji i prisutnosti kointeraktora u jezgri i mitohondriju. Primjerice, SIRT3 se transportira iz 

jezgre u mitohondrij pri stresnim uvjetima, ali i prilikom vlastite povećane ekspresije (Scher i sur. 

2007). Iako se u početku činilo kako je ova translokacija bitnija za njegovu ulogu represije gena u 

jezgri (Scher i sur. 2007), s obzirom da nakon translokacije tamo više ne obavlja svoju funkciju, 

moguće je da ulaskom u mitohondrij također povećava inače malu populaciju slobodnog SIRT3. 

Naime, u normalnim uvjetima SIRT3 asocira s ATP sintazom visokim afinitetom (Yang i sur. 
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2016). Ova ga lokalizacija veže uz membranu što znači da je manja količina SIRT3 slobodna za 

deacetilaciju njegovih meta u matriksu. Asocijacija se narušava promjenom pH matriksa čime se 

okida još jedna promjena mikrolokacije SIRT3 praćena globalnom deacetilacijom do povratka u 

homeostazu (Ahn i sur. 2008; Yang i sur. 2016). I drugi interakcijski partneri SIRT3, poput SIRT1, 

FOXO3a, Nrf2 pokazuju sklonost translokacijama između jezgre i mitohondrija u specifičnim 

staničnim uvjetima (Jacobs i sur. 2008; Luo i sur. 2022; Zhang i sur. 2023) što sugerira da upravo 

oni utječu na modulaciju aktivnosti SIRT3 i u kompleksnoj mreži promjena u stanicama i odgovora 

na te promjene definiraju staničnu sudbinu i povratak homeostaze.  

Interesantno je da je aktivnost SIRT3 ovisna o spolu. Iako je poznato da je aktivnost SIRT3 

regulirana prisutnošću estrogena, dokazane su i spolne razlike neovisne o hormonima (Belužić i 

sur. 2024). Kronične bolesti starije dobi imaju drugačiju stopu pojavnosti, progresiju i prognozu u 

muškaraca i žena (Westergaard i sur. 2019). Iz tog razloga, novija istraživanja posvećuju sve veću 

pažnju spolnim razlikama u funkciji SIRT3 (Pinterić i sur. 2020; Shen i sur. 2021). 

Sve ovo govori u prilog iznimne prilagodljivosti SIRT3 različitim situacijama u stanicama i 

važnosti identifikacije tkivno specifičnih interaktora i uvjeta te nizvodnih puteva ovog enzima. 

1.3. Tkivno specifična uloga SIRT3 

Postoji mogućnost da manje količine slobodnog SIRT3 sudjeluju u održavaju deacetiliranosti 

mitohondrijskih proteina budući da zbog specifičnog okoliša dolazi do njihove spontane acetilacije, 

a njegove povećane količine u dodatnoj interakciji s raznim faktorima vode specifične promjene u 

stresnim uvjetima (Weinert i sur. 2015). 

Ove razlike ne ovise samo o stresnim uvjetima nego i o tipu tkiva u kojem SIRT3 djeluje 

(Lombard i sur. 2007), a značajan je i utjecaj drugih organa i regulacija na razini organizma. 

Primjerice Pillai i suradnici (2017)  otkrili su postupno opadanje povećane ekspresije SIRT3 nakon 

dužeg izlaganja prehrani s visokim sadržajem masti isključivo kada je istraživanje rađeno na 

modelnom organizmu, a ne na staničnoj liniji. Također, predložena je i regulacija na sistematskoj 

razini preko osi hipotalamus-masno tkivo (Imai i Guarente 2016). 

Zbog svega navedenog SIRT3 se pokazao kao važan regulator u stanicama, tkivima, organima 

i čitavom organizmu. U nizu eksperimenata s modulacijom razine aktivnosti SIRT3 utvrđeno je 
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njegovo protektivno djelovanje na integritet i pravilnu funkciju raznih staničnih tipova i organa 

(Morigi i sur. 2018; Pinterić i sur. 2021; Pinterić i sur. 2020; Shen i sur. 2021; Sidorova-Darmos i 

sur. 2018). Uloga SIRT3 u starenju implicirana je u gotovo svim istraživanjima njegove aktivnosti, 

ali s obzirom na toliko raznoliko djelovanje mehanizmi njegove protektivne naravi još čekaju biti 

otkriveni. 

SIRT3 i njegovi interaktori protektivno djeluju na kronične bolesti bubrega (Wu i sur. 2020). 

Povećana ekspresija SIRT3 smanjuje upalu, oksidativni stres i apoptozu, a održava i normalnu 

funkciju mitohondrija u ovom organu (Wang i sur. 2019). Miševi s nedostatkom SIRT3 pokazuju 

endotelnu disfunkciju praćenu povišenim parametrima oksidativnog stresa i hipoksije koji vode 

kroničnim stanjima u bubregu (Pezzotta i sur. 2023).  

U mozgu je pretpostavljena uloga SIRT3 u održavanju normalnog energetskog stanja pri niskim 

razinama glukoze (Sidorova-Darmos i sur. 2018). Također, u astrocitima SIRT3 smanjuje efekt 

niske razine glukoze tako što prevenira fragmentaciju mitohondrija, promovira deacetilaciju 

MnSOD i time sprječava nakupljanje ROS-a, te smanjuje upalni fenotip astrocita (Gao i sur. 2022). 

Metabolomika u miševa s nedostatkom SIRT3 pokazala je opadanje količine glutamina, kreatinina 

i gama-aminomaslačne kiseline (GABA) u neuronima i glija stanicama u odnosu na divlji tip 

(Kristian i sur. 2021). S obzirom da je GABA jedan od klasičnih neurotransmitera s inhibicijskom 

ulogom, ova promjena mijenja i komunikaciju između neurona. Također, miševi bez ekspresije 

SIRT3 pokazuju smanjen broj neurona u području prednje cingulatne kore praćen smanjenom 

sposobnošću formiranja dugoročnog pamćenja (Kim i sur. 2019). SIRT3 ima protektivno 

djelovanje na razvoj neurodegenerativnih poremećaja starije dobi poput Alzheimerove i 

Parkinsonove bolesti (Lee i sur. 2018; Zhang i sur. 2016). U modelu Parkinsonove bolesti SIRT3 

je povećao preživljavanje stanica, smanjio ukupnu količinu ROS-a, ali i nakupljanje α-sinukleina 

(Zhang i sur. 2016). Upravo su oksidativna oštećenja, aktivacija upalnog fenotipa glija stanica, 

promjene u signalizaciji između neurona, mitohondirijska disfunkcija i nastanak proteinskih 

nakupina jedni od glavnih obilježja starenja mozga (Mattson i Arumugam 2018) zbog čega je uloga 

SIRT3 u ovom organu nesumnjivo velika.  
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2. Cilj istraživanja 

Cilj ovog diplomskog rada je istražiti utjecaj SIRT3 na metaboličko i oksidativno stanje 

tkiva bubrega i mozga miševa, te utvrditi postoje li spolne razlike u aktivnosti SIRT3. 

U analizi metaboličkog utjecaja, fokus je na određivanju direktnog ili indirektnog učinka 

prisutnosti SIRT3 na ekspresiju specifičnih metaboličkih enzima i transkripcijskih faktora koji 

reguliraju njihovu ekspresiju. Za ovo istraživanje koristit će se analiza proteinske ekspresije 

metodom Western blot. 

Što se tiče analize oksidativnog stanja, cilj je procijeniti utjecaj SIRT3 na ekspresiju 

odabranih antioksidativnih enzima i markera oksidativnog stresa, također primjenom metode 

Western blot. Dodatno, analizirat će se oksidativna oštećenja proteina (karbonilacija proteina) i 

lipida (lipidna peroksidacija) kako bi se procijenilo ukupno oksidativno stanje tkiva. Konačno, 

analizom aktivnosti ključnih antioksidativnih enzima, katalaze i superoksid dismutaze, utvrdit će 

se direktna uloga SIRT3 u antioksidativnoj obrani bubrega i mozga. 

Očekuje se da će istraživanje pružiti dokaze o tkivno specifičnim aktivnostima SIRT3 te 

otkriti značajne spolne razlike u njegovim metaboličkim i oksidativnim funkcijama unutar 

pojedinih organa. 

3. Materijali i metode 

3.1. Uzorci tkiva 

U ovom diplomskom radu korišteni su uzorci tkiva miševa soja 129S divljeg tipa (kataloški 

broj: 00664, Jackson Laboratory) i miševa s nedostatkom proteina SIRT3 (kataloški broj: 027975, 

Jackson Laboratory). Ovi miševi mogu biti korisni u proučavanju uloge oksidacije masnih kiselina 

u dijabetesu, kardiovaskularnim bolestima, steatozi, gladovanju, izloženosti hladnoći i dugom 

životnom vijeku. Životinje su uzgojene u Pogonu laboratorijskih životinja Instituta Ruđer 

Bošković, pri 22oC s 50-70%-tnom vlažnosti zraka. Po tri jedinke držane su u jednom kavezu s 

pravilnom izmjenom svjetlosti i mraka u trajanju od dvanaest sati. Mužjaci i ženke miševa su uzeti 

u pokus u dobi od 8 tjedana i do 18 tjedna su hranjeni standardnom prehranom koja se sastoji od 

11,4% masti, 62,8% ugljikohidrata i 25,8% proteina (Mucedola).  
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Po završetku pokusa jedinke su anestezirane intraperitonealnom injekcijom ketamina i 

ksilazina (Ketamidor 10%, Richter pharma Ag; Xylazine 2%, Alfasan International). Izolirani su 

uzorci bubrega i mozga pohranjeni u tekućem dušiku do daljnjih analiza. Projekt je financirala 

Hrvatska zaklada za znanost (projektna identifikacija: IP-014-09-4533), a sve navedene procedure 

odobrilo je Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske (UP/I-322-01/15-01/25 525-10/0255-

15-2). Procedure su provedene u skladu s direktivom 2010/63/EU Europskog parlamenta i Vijeća.  

Ovako pripremljene organe podijelila sam s obzirom na spol (mužjaci i ženke) i prisutnost 

proteina SIRT3 (divlji tip, engl. wild-tipe, WT; te s nedostatkom, engl. knock-out, KO) u četiri 

skupine: SIRT3 WT ženke,  SIRT3 WT mužjaci, SIRT3 KO ženke te  SIRT3 KO mužjaci. Svaka 

skupina predstavljena je sa po četiri jedinke, pa sam analizirala ukupno 16 uzoraka po organu.  

3.2. Priprema homogenata tkiva mozga i bubrega  

3.2.1. Homogenizacija uzoraka  

Uzorke organa prikupila sam iz tekućeg dušika u kojem su bili pohranjeni. Ovisno o 

eksperimentu, skalpelom sam odvojila komadić tkiva organa i pohranila ga u odgovarajući pufer. 

Ostatak organa pohranjen je u tekući dušik do daljnjeg korištenja. Tako dobivene uzorke 

homogenizirala sam pomoću homogenizatora (Potter S Homogenizer, B. Braun Biotech 

International) pri 1300 rpm tijekom tri minute za uzorke mozga, te tijekom jedne minute za uzorke 

bubrega. Homogenat sam prebacila u Eppendorf epruvetice od 1,5 mL i sonicirala 2 puta po 30 

sekundi pri pripremi proteinskog ekstrakta, odnosno 3 puta po 30 sekundi pri pripremi ekstrakta 

lipida. Sonicirala sam pomoću ultrazvučne sonde veličine 1 mm uz amplitudu od 80% i ciklus 1 

(Labsonic, Biotech International) na ledu. Sonicirane uzorke centrifugirala sam 20 min na 16000 

g pri 4 °C i supernatant prebacila u novu Eppendorf epruveticu od 1,5 mL. Dio tako dobivenih 

uzoraka koristila sam za određivanje koncentracije proteina metodom BCA (engl. bicinchonic acid 

protein assay), a ostatak sam odmah koristila u eksperimentima. 

Kod izolacije proteina za Western blot u uzorke mozga nakon centrifugiranja dodala sam 

Triton X-100 (Sigma-Aldrich) u konačnoj koncentraciji 1% te dobro resuspendirala. Uzorke sam 

inkubirala 45 minuta pri 4 °C i zatim centrifugirala 15 min na 12000 g pri 4 °C. Tako dobiveni 
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supernatant prebacila sam u novu Eppendorf epruveticu od 1,5 mL i pohranila na -20°C do 

korištenja.  

3.2.2. Mjerenje koncentracije proteina metodom BCA  

Analiza BCA koristi se za određivanje koncentracije proteina u uzorku kako bi se u 

nizvodnim eksperimentima svi uzorci mogli normalizirati s obzirom na nju. Uzorke pripremljenih 

supernatanta razrijedila sam u fosfatnom puferu (137 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 

1,76 mM KH2PO4; engl. phosphate buffered saline, PBS). Uzorke sam razrijedila ovisno o 

nizvodnom eksperimentu. Kao standard sam koristila rastuće koncentracije otopine albumina iz 

goveđeg seruma (koncentracije: 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL i 0,06 

mg/mL). Na mikrotitarsku pločicu od 96 jažica u duplikatu sam nanijela po 25 μL razrijeđenog 

uzorka, slijepe probe (PBS) i standarda. U svaku jažicu dodala sam po 200 μL BCA reagensa 

(reagens A i B u omjeru 50:1; Pierce™ BCA Protein Assay Kit, TermoFisher Scientific). Uzorke 

sam inkubirala 30 minuta pri 37°C, nakon čega sam izmjerila apsorbanciju pri valnoj duljini λ=570 

nm na čitaču ELISA (LabSystem Multiskan MS, Artisan Technology group). Korištenjem 

vrijednosti apsorbancije standarda konstruirala sam standardnu krivulju, a pomoću njene jednadžbe 

odredila koncentracije proteina u uzorku. Obradu sam provela u programu Excel. 

3.3. Određivanje oštećenja proteina 

Oksidativna oštećenja proteina odredila sam mjerenjem prisustva karbonilnih skupina na 

proteinima pomoću ELISA-e (engl. enzyme-linked immunosorbent assay). Ova metoda temelji se 

na reakciji proteina i otopine 2,4- dinitrofenilhidrazina (DNPH). U reakciji DNPH reagira s 

karbonilnim skupinama na aminokiselinskim ostatcima lizina, arginina, prolina i treonina (koji 

nastaju uslijed oksidativnog oštećenja proteina) tvoreći stabilne derivate dinitrofenilhidrazona 

(DNP). DNP spojevi mogu se odrediti pomoću specifičnog anti-DNP protutijela čime se 

oksidativno oštećenje proteina može kvantificirati.  
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3.3.1. Priprema uzoraka 

Proteine sam izolirala prema protokolu opisanom u poglavlju 1.2. pri čemu sam 10%-tne 

homogenate bubrega i mozga pripremila u PBS-u s inhibitorima proteaza (cOmpleteTM EDTA-free 

EASYpack, Roche). Za provedbu mjerenja koncentracije proteina metodom BCA homogenate sam 

razrijedila 25× u fosfatnom puferu, a zatim sam uzorke razrijedila do masene koncentracije od 10 

µg/mL i nanijela po 100 µL uzoraka na pločicu za ELISA-u s 96 jažica (Maxisorp 96 wells, Sigma 

Aldrich). Pločicu sam ostavila preko noći pri 4oC kako bi se proteini vezali na dno jažice. 

3.3.2. Određivanje oksidativnih oštećenja proteina metodom baziranoj na ELISA-i 

Idućeg sam dana jažice isprala dva puta s 200 µL pufera za ispiranje I (sastav ovog pufera 

i drugih otopina prikazan je u Tablici 1) nakon čega sam dodala 200 µL derivacijske otopine 

(DNPH). Nakon inkubacije od 45 minuta pri sobnoj temperaturi, jažice sam isprala s tri puta po 

200 µL pufera za ispiranje II te 3 puta s po 200 µL pufera za ispiranje I. Jažice sam inkubirala 1 

sat u 250 µL pufera za blokiranje pri sobnoj temperaturi uz trešnju (300 rpm; Thermomixer, 

Eppendorf). Zatim sam inkubirala uzorke u 100 µL primarnog protutijela 2 sata pri sobnoj 

temperaturi uz trešnju (300 rpm; Thermomixer, Eppendorf). Nevezana primarna protutijela 

uklonila sam tijekom četiri ispiranja s 200 µL pufera za ispiranje III, a zatim dodala po 100 µL 

sekundarnog antitijela (inkubirano 1 sat pri sobnoj temperaturi uz trešnju na 300 rpm; Termomixer, 

Eppendorf). Ispiranje sekundarnog protutijela provela sam 4 puta s 200 µL pufera za ispiranje III.  

Razvijanje obojenja u jažicama potaknula sam dodatkom 100 µL otopine supstrata peroksidaze, a 

reakciju sam zaustavila dodatkom 100 µL otopine STOP. Apsorbanciju sam očitala na čitaču 

pločica (LabSystem Multiskan MS, Artisan Technology group) pri valnoj duljini od 450 nm. 
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Tablica 1. Popis otopina korištenih prilikom određivanja oksidativnih oštećenja proteina. 

Naziv otopine Sadržaj otopine Proizvođač 

Pufer za ispiranje I 1× PBS (137 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 10 

mM Na2HPO4, 1,76 mM KH2PO4) 

/ 

Pufer za ispiranje II 1 × PBS : 96% etanol (50 : 50) Kemika 

Pufer za ispiranje III 1 × PBS + 0,1% Tween 20 Sigma-Aldrich 

Otopina DNPH DNPH + 3-fluoroctena kiselina (γ = 20 

mg/mL) 

Sigma-Aldrich 

DNPH derivacijska 

otopina 

DNPH otopina razrijeđena u 1 × PBS-u (γ = 

0,5 mg/mL, pH =6,0-6,5) 

/ 

Pufer za blokiranje I-Block™ Protein-Based Blocking Reagent Invitrogen 

STOP otopina 0,3 M H2SO4 Sigma-Aldrich 

Primarno protutijelo na 

DNP (poliklonalno) 

rabbit anti-DNP primary antibody, (D9656) 

: pufer za blokiranje 

(1:8000) 

Sigma-Aldrich 

Sekundarno protutijelo s 

konjugiranom 

peroksidazom 

Goat Anti-Rabbit Igg (H+L) HRP Conjugate 

(1706515): Pufer za Blokiranje 

(1:4000) 

Bio-Rad 

Otopina supstrata 

peroksidaze (otopina 

TMB) 

3,3′,5,5-tetrametilbenzidina Sigma-Aldrich 

 

3.4. Određivanje oštećenja lipida 

Oksidativna oštećenja lipida nastaju lipidnom peroksidacijom i njihov produkt su razni 

reaktivni spojevi. Najpoznatiji među njima, koji se često koristi za kvantifikaciju oksidativnog 

oštećenja lipida, je malondialdehid (MDA). Za detekciju prisutnosti i količine ovog spoja koristi 

se tiobarbiturna kiselina (TBA) koja u reakciji s MDA formira adukte MDA-TBA2 crveno-

ružičaste boje nazvane TBARS-i (engl. thiobarbituric acid reactive substances). Razvijeno 

obojenje može se mjeriti spektrofotometrijski na valnoj duljini od 532 nm ili fluorimetrijski na 

valnim duljinama 532/553 nm. Detektirane razine oštećenja pojedinih uzoraka normaliziraju se 

pomoću standardne krivulje koncentracije proteina dobivene metodom BCA.  
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3.4.1. Priprema uzoraka i standarda 

Pripremila sam 5%-tne homogenate bubrega i mozga u 1,15%-tnom KCl-u (Kemika) prema 

protokolu navedenom u sklopu poglavlja 1.2. Pri određivanju koncentracije proteina metodom 

BCA uzorke sam dodatno razrijedila 10× u fosfatnom puferu. Kao standard koristila sam serijska 

razrjeđenja otopine TMP-a (100 mM otopina 1,1,3,3-tetrametoksi propanona u 96-postotnomtnom 

etanolu) u destiliranoj vodi u rasponu od 10 do 0,06 µM.  

3.4.2. Određivanje oksidativnog oštećenja lipida metodom TBARS 

U 200 µL uzoraka i 200 µL standarda dodala sam po 200 µL 2%-tnog natrijevog dodecil 

sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS). Nakon kratkog vorteksiranja uzorke sam inkubirala 5 

minuta na sobnoj temperaturi. Na sve uzorke dodala sam 500 µL TBA reagensa (TBA u 1:1 otopini 

octene kiseline u destiliranoj vodi; c = 28,5 mM, pH = 3,5). Nakon kratkog vorteksiranja uzorke 

sam inkubirala 1 sat pri 95°C na termobloku (Thermomixer, Eppendorf), ohladila pri sobnoj 

temperaturi pa centrifugirala 10 minuta na 4000 g pri sobnoj temperaturi. Supernatant i standard 

nanijela sam u duplikatu volumena 200 µL na pločicu s 96 jažica. Fluorescenciju sam očitala na 

čitaču pločica (Tecan Infinite M Nano+, Tecan) pri 532/553 nm. Korištenjem vrijednosti 

fluorescencije MDA standarda konstruirala sam standardnu krivulju, a njenu jednadžbu primijenila 

sam za izračun koncentracije adukta MDA-TBA (TBARS-a) u uzorku. Dobivene rezultate 

normalizirala sam na nmol TBARS/mg proteina koristeći koncentracije proteina u uzorku dobivene 

metodom BCA.   

 

3.5. Određivanje ekspresije proteina metodom Western blot 

Western blot je semikvantitativna metoda za određivanje udjela pojedinih proteina u 

uzorku, odnosno proteinske ekspresije. Metoda je pogodna za korištenje na uzorcima proteina 

staničnih kultura, organa, izvanstranične tekućine i drugih uzoraka koji sadrže proteine. Za 

provedbu metode proteini se denaturiraju dodatkom nabijenog deterdženta (SDS-a) koji proteinima 

nanosi jednoliki negativni naboj ovisno o veličini molekule. Zbog toga se proteini razdvajaju 

elektroforezom u električnom polju, pri čemu se manji proteini kreću prema anodi brže od proteina 

veće molekulske mase. Proteini se zatim prenose na membranu za vizualizaciju prvo ukupnih 

proteina u uzorku, a nakon vezanja specifičnih protutijela i proteina od interesa. Robusnost metode 



 

 
14 

 

povećava dezintrometrijska obrada fotografija membrana u kojoj se količina proteina svih uzoraka 

normalizira i time omogućuje jednolika i objektivna obrada podataka. 

3.5.1. Izolacija proteina 

Homogenaciju i izolaciju proteina provela sam prema protokolu priloženom u poglavlju 

1.2. pri čemu su homogenati bubrega i mozga bili 10%-tni, odnosno 20%-tni. Homogenati su 

pripremljeni u puferu RIPA (50 mM Tris pufer, 150 mM NaCl, 0,1% SDS, 12 mM Na-deoksikolat, 

1% Triton) s inhibitorima proteaza (cOmpleteTM EDTA-free EASYpack, Roche). Za određivanje 

koncentracije proteina metodom BCA uzorke sam dodatno razrijedila 50× u fosfatnom puferu.  

3.5.2. Razdvajanje proteina u uzorku temeljem veličine 

Razdvajanje izoliranih proteina na temelju mase provela sam denaturirajućom 

elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE).  

Složila sam sustav za izlijevanje gelova (Mini-PROTEAN Tetra; BIO-RAD) za gel debljine 

1,5 mm. Poliakrilamidni gel sastojao se od dva dijela: 4%-tnog gornjeg gela za sabijanje te 10%-

tnog donjeg gela za razdvajanje. Nakon pripreme donjeg gela (Tablica 2.) otopinu sam pomoću 

pipete ulila u sustav za izlijevanje. Na vrh nepolimeriziranog gela dodala sam 1 mL 2-izopropanola 

(Sigma-Aldrich) kako bih spriječila isušivanje tijekom 30-minutne polimerizacije gela. Nakon 

polimerizacije uklonila sam izopropanol te ulila smjesu gornjeg gela (Tablica 3.). Neposredno 

nakon toga između stakalaca sam umetnula češljić s 15 jažica te ostavila polimerizirati 30 minuta. 

Tablica 2. Sastav smjese 10%-tnog poliakrilamidnog gela za razdvajanje za 1,5 mm široki gel za 

aparaturu za vertikalnu elektroforezu. 

Sastojak Volumen (mL) 

4x Tris-HCl 3,75 

H2O 6,25 

akrilamid (Sigma Aldrich) 5 

APS (Sigma Aldrich) 0,15 

TEMED (Sigma Aldrich) 0,015 
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Tablica 3. Sastav smjese 4%-tnog poliakrilamidnog gela za sabijanje za 1,5 mm široki gel za 

aparaturu za vertikalnu elektroforezu. 

Sastojak Volumen (mL) 

4x Tris-HCl 1,25 

H2O 3 

akrilamid (Sigma Aldrich) 0,75 

APS (Sigma Aldrich) 0,025 

TEMED (Sigma Aldrich) 0,005 

 

Iz polimeriziranih gelova pažljivo sam uklonila češljić te složila aparaturu za vertikalnu 

elektroforezu (Mini-PROTEAN Tetra; BIO-RAD) uz dodatak pufera za elektroforezu (sastav 10× 

pufera: 30 g/L Tris-HCl, 144 g/L glicin, 10 g/L SDS, pH=8,5). Proteini su za nanošenje razrijeđeni 

u PBS-u do koncentracije od 1 µg/µL te je na 16 µL uzorka proteina dodano 4 µL plave boje za 

nanošenje (sastav 5× koncentrata boje: 312,5 mM gornji pufer za gel, 12% SDS, 30% glicerol, 

0,2% bromfenol plava, 1,716 M merkaptoetanol). Prije nanošenja na gel proteine sam inkubirala 

10 minuta na 95°C. U jažice sam nanijela proteinski marker Precision Plus ProteinTM Standards 

Dual Color (BIO-RAD) u volumenu 3 µL te po 20 µL uzoraka proteina.  

U prvih 30 minuta fronta proteina prolazi kroz gel za sabijanje pri čemu električni napon 

treba iznositi 80 V , a jačina struje između 0,03 i 0,06 ampera. Nakon toga, proteini ulaze u gel za 

razdvajanje gdje sam napon pojačala na 120 V do dolaska plave fronte do dna gela (oko 1 sat i 30 

minuta). 

3.5.3. Prijenos proteina s poliakrilamidnog gela na membranu PVDF 

Po završetku SDS-PAGE elektroforeze s gela sam uklonila gel za sabijanje. Gel za 

razdvajanje sam isprala u puferu za prijenos (0,025 M Tris-HCl, 0,192 M glicin, 20% metanol, 

pH=8,5) sa svrhom uklanjanja zaostalih komponenti pufera za elektroforezu. Pripremila sam 

membranu PVDF (Immun-Blot PVDF Membrane For Protein Blotting, BIO-RAD) dimenzija gela 

za razdvajanje te ju aktivirala kratkom inkubacijom u metanolu, nakon čega sam i nju prebacila u 

pufer za prijenos. Složila sam kazetu aparature za prijenos (Mini Trans-Blot Module; BIO-RAD) 
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prema navedenom redoslijedu: spužvica, filter papir, membrana, gel, drugi filter papir i spužvica 

(gledano od crvene prema crnoj strani). Prilikom postavljanja gela na membranu valjkom sam 

istisnula zrak zaostao između membrane i gela koji inače sprječava prijenos na membranu. U 

aparaturu za prijenos složila sam po dvije kazete, ulila pufer za prijenos te pokrenula prijenos pri 

100 mA tijekom 18 sati pri 4°C. 

3.5.4. Vizualizacija ukupnih proteina i imunodetekcija proteina od interesa 

Po završetku prijenosa membranu sam isprala tijekom 10 minuta u PBS-u uz trešnju na 

klackalici (300 rpm, Rocker25, Labnet), a zatim je inkubirala 30 sekundi u otopini za bojenje (0,1% 

(m/V) Amido black 10B, 20% metanol, 2% octena kiselina, dH2O). Odbojavanje sam provela u 

otopini za odbojavanje (45% metanol, 7% octena kiselina, dH2O) dva puta po 30 minuta. Time su 

postali vidljivi položaji i intenzitet ukupnih proteina prisutnih na membrani koje sam fotografirala 

na uređaju za vizualizaciju (Alliance Q9 mini Imaging System; UVITEC).  

Zatim sam membranu isprala od octene kiseline 4 puta po 2 minute u ReH2O. Nakon toga 

sam onemogućila nespecifično vezanje proteina za membranu inkubacijom u otopini za blokiranje 

(I-Block™ Protein-Based Blocking Reagent; Invitrogen) 1 sat pri sobnoj temperaturi uz trešnju 

(300 rpm Rocker25, Labnet). Na membranu sam nanijela željeno primarno protutijelo (Tablica 4.) 

koje sam inkubirala preko noći uz trešnju (300 rpm Rocker25, Labnet) pri 4°C.  

Nakon inkubacije u primarnom protutijelu membranu sam isprala tri puta po 10 minuta u 

puferu TNT (TN pufer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, dH2O; 0,1% Triton-X) i inkubirala je u 

sekundarnom protutijelu 1 sat na sobnoj temperaturi uz trešnju (300 rpm Rocker25, Labnet). Po 

završetku membranu sam ponovno isprala tri puta po 10 minuta u puferu TNT.  

Razvijanje signala na mjestima vezanja sekundarnog protutijela potaknula sam nanošenjem 

kemiluminiscentnog supstrata ECL (PerkinElmer, SAD, Pierce). Nakon pripreme (otopina A: 

otopina B = 1:1), supstrat sam nanijela na membranu u volumenu 500 µL te inkubirala jednu 

minutu. Razvijanje kemiluminiscencije i fotografiranje provela sam pomoću uređaju za 

vizualizaciju (Alliance Q9 mini Imaging System; UVITEC). Dobivene fotografije obradila sam u 

programu Corel PainShop Pro2023, a jačinu signala proteina izmjerila sam u programu ImageLab 

6.1 (BIO-RAD). Kako bi se različiti gelovi mogli međusobno uspoređivati na svaki gel nanijela 
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sam kontrolne uzorke za oba organa. Za kontrolne uzorke koristila sam mješavinu proteinskih 

izolata uzoraka WT mužjaka u jednakim udjelima.  

Tablica 4. Popis primarnih i sekundarnih protutijela i njihovih svojstava korištenih pri 

određivanju ekspresije proteina metodom Western blot. 

P
ri

m
a
rn

a
 p

ro
tu

ti
je

la
 

Protutijelo Proizvođač Domaćin Razrjeđenje 

SIRT3 (F-10) Cell signaling kunić 1:2000 

SOD1 (ab16831) Abcam kunić 1:4000 

SOD2 (ab13533) Abcam kunić 1:8000 

AcSOD(ab137037) Abcam kunić 1:2000 

CAT (ab1877) Abcam kunić 1:16000 

HO1 (ab52947) Abcam kunić 1:1000 

PGC1alfa (NBP1-

04676) 

Novus kunić 1:1000 

HADHB (C-6) Santa Cruz 

Biotehnology (sc-

271496) 

miš 1:1000 

FASN (G-11) Santa Cruz 

Biotehnology (sc-

48357) 

miš 1:1000 

Total OXPHOS Blue 

Native WB Antibody 

Cocktail (ab110412) 

Abcam miš 1:6000 

LDH (H-160) Santa Cruz 

Biotehnology (sc-

33781) 

kunić 1:4000 

PPAR y (H-100) Santa Cruz 

Biotehnology (sc-7196) 

kunić 1:1000 

Sekundarna 

protutijela 

HRP konjugat, 

protutijela na miša 

(L005680 A) 

BIO-RAD (L005680 

A) 

koza 1:5000 

HRP konjugat, 

protutijela na zeca 

(L005679 B) 

BIO-RAD (L005679 

B) 

koza 1:5000 
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3.6. Određivanje aktivnosti antioksidativnih enzima 

Osim provjere ekspresije antioksidativnih enzima važno je napraviti i procjenu njihove 

aktivnosti kako bi se utvrdila podložnost tkiva oksidativnom stresu. U istraživanju sam provjerila 

aktivnost katalaze (CAT) i superoksid dismutaze (SOD), najvažnijih antioksidativnih enzima u 

stanicama. Ovi enzimi svojom aktivnošću smanjuju količinu ROS-a konvertirajući kisikov 

superoksid preko vodikova peroksida u kisik i vodu. Time smanjuju utjecaj ROS-a, a posljedično 

i oštećenja tkiva.  

3.6.1. Određivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) 

10%-tne homogenate bubrega i mozga pripremila sam u PBS-u s inhibitorima proteaza 

(cOmpleteTM EDTA-free EASYpack, Roche) prema protokolu priloženom u poglavlju 1.2. Nakon 

provedene BCA analize, za koju su uzorci razrijeđeni u fosfatnom puferu 25×, pripremila sam 

uzorke proteina u koncentraciji 0,15µg/µL za detekciju ukupnog SOD te 7.5 µg/µL za detekciju 

MnSOD-a.  

Aktivnost SOD-a u uzorku odredila sam korištenjem kompleta RANSOD (Randox 

Laboratories). U ovom kompletu se za generiranje superoksidnih radikala koristi reakcija ksantina 

i ksantin oksidaze. Superoksidni radikali reduciraju 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-

feniltetrazolijev klorid (I.N.T.) stvarajući ljubičasto obojeni formazan koji se može detektirati pri 

505 nm. Ipak, SOD svojom aktivnošću uklanja superoksidne radikale i time onemogućava 

razvijanje obojenja.  

Pripremila sam otopine ksantina i I.N.T-a (R1A + R1B), ksantin oksidaze (R2) i standarda 

(CAL) prema uputama proizvođača. Na pločicu s 96 jažica nanijela sam po 5 µL standarda u 

duplikatima te 5 µL uzoraka u triplikatima. Na sve uzorke dodala sam 170 µL otopine R1A + R1B 

i promiješala 1 minutu. Zatim sam dodala po 25 µL otopine R2 i pločicu stavila u uređaj za 

očitavanje pločica (Tecan Infinite M Nano+, Tecan) koji je pločicu lagano miješao 30 sekundi i 

očitao apsorbanciju pri 505 nm neposredno nakon miješanja te nakon tri minute. U uzorke za 

detekciju MnSOD-a dodala sam 8 mM KCN u omjeru 1:1 i inkubirala 30 minuta (KCN specifično 

inhibira CuZnSOD). Nakon toga ponovila sam postupak kao s prvom pločicom. U konačnici sam 
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tako dobila aktivnosti ukupnog i MnSOD-a, a razlika u tim vrijednostima predstavlja aktivnost 

CuZnSOD-a. 

3.6.2. Određivanje aktivnosti katalaze (CAT) 

Pripremila sam 10%-tne homogenate bubrega i mozga u PBS-u (43 mM Na2HPO4, 50 mM 

KH2PO4, pH = 7) prema protokolu priloženom u poglavlju 1.2, pritom su za provođenje metode 

BCA uzorci dodatno razrijeđeni u fosfatnom puferu 25×. Uzorke bubrega razrijedila sam 500 puta, 

a mozga 10 puta i po 500 µL razrijeđenog uzorka dodala u dvije kvarcne kivete volumena 1 mL. 

U prvu kivetu dodala sam 250 µL PBS-a što je bila slijepa proba za spektrofotometar. Zatim sam 

u drugi uzorak dodala 250 µL otopine supstrata katalaze (10 mM otopina H2O2 u PBS-u) i odmah 

zapisala vrijednost apsorbancije pri 240 nm koju je očitao spektrofotometar. Nakon 30 sekundi 

zabilježila sam novu vrijednost apsorbancije pri 240 nm. 

Izmjerila sam apsorbancije uzoraka vodikova peroksida (52.47 mM, 35 mM, 28 mM, 21 mM, 

14 mM, 7 mM, 3.5 mM) i konstruirala baždarni pravac pomoću kojeg sam izračunala količinu 

preostalog vodikova peroksida nakon inkubacije u otopini proteina čime sam utvrdila aktivnost 

katalaze. Sve izračune provela sam u sklopu Excel-a. 

3.7. Statistička obrada rezultata 

Dobivene podatke statistički sam obradila u programu IBM SPSS Statistics for Windows 

(20.0.2.0.) prema protokolu iz Laerd Statistic, 2017. Podatke sam analizirala dvosmjernom 

analizom varijanci na transformiranim vrijednostima, uz Bonferronijev post-hoc test za 

određivanje interakcije genotipa i spola, uz razinu značajnosti p < 0,05. U slučaju statističkog 

značaja jednostavnog glavnog efekta na ovisnu varijablu, napravila sam post-hoc analizu kako bih 

utvrdila gdje postoji razlika. 
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4. Rezultati 

4.1. Ekspresija SIRT3 i PGC1α 

Analizirana je ekspresija proteina SIRT3 u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. S 

obzirom da u uzorcima KO nema ekspresije SIRT3 razlika u odnosu na WT uzorke je statistički 

značajna u oba organa. Bubreg je pokazao znatnu veću ekspresiju proteina SIRT3 u odnosu na 

mozak. (Slika 1.) 

Slika 1. Proteinska ekspresija SIRT3 u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije membrane PVDF s vizualiziranim proteinom SIRT3. 2) Grafički 

prikaz ekspresije SIRT3 u bubregu (A) i mozgu (B). + p < 0,05 (razlike WT i KO uzoraka). Two-

way Anova s Bonferonni post-hoc testom provedena je kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u 

bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po 

grupi. 
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S obzirom da je SIRT3 pod kontrolom peroksisom-proliferator-aktiviranog receptora gama 

koaktivatora 1 alfa (PGC1α), glavnog regulatora mitohondrijske biogeneze, istražena je ekspresija 

PGC1α u bubregu i mozgu. U bubregu ekspresija nije pokazala statistički značajne razlike. Ipak, 

uočen je trend prema kojem ekspresija PGC1α opada u ženki KO, dok je u mužjaka neovisna o 

genotipu. U mozgu također nisu uočene statistički značajne razlike. Mozak pokazuje veću 

ekspresiju PGC1α u odnosu na bubreg (Slika 2.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2. Proteinska ekspresija PGC1α u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije membrane PVDF s vizualiziranim proteinom PGC1α.  2) Grafički 

prikaz ekspresije PGC1α u bubregu (A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc 

testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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4.2.  Utjecaj SIRT3 na oksidativna oštećenja tkiva 

U svrhu utvrđivanja utjecaja SIRT3 na podložnost oksidativnom stresu u tkivima bubrega 

i mozga provedena je analiza proteinskih karbonila (mjera oksidativnog oštećenja proteina) te 

lipidna peroksidacija (mjera oksidativnog oštećenja lipida).  

U bubregu nedostatak SIRT3 uzrokuje značajan porast oštećenja proteina u oba spola. 

Ženke pokazuju manji stupanj oštećenja u odnosu na mužjake neovisno o genotipu. U mozgu WT 

uzorci pokazuju značajno veću razinu oštećenja u odnosu na KO uzorke. Ženke pokazuju značajno 

manji stupanj oštećenja u odnosu na mužjake neovisno o genotipu. (Slika 3. 1) 

U bubregu oštećenja lipida ovise o kumulativnom djelovanju prisutnosti SIRT3 i spola 

jedinke. Nedostatak SIRT3 uzrokuje značajno smanjenje oštećenja lipida kako u mužjaka tako i u 

ženki. Mužjaci pokazuju značajno veća oštećenja lipida od ženki i u WT i u KO uzorcima. U mozgu 

mužjaci također pokazuju značajno veća oštećenja od ženki neovisno o genotipu, a odsutnost 

SIRT3 uzrokuje značajan porast u oštećenjima lipida bez obzira na spol jedinke. (Slika 3.2) 
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Slika 3. Oksidativna oštećenja proteina i lipida u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) 

Grafički prikaz karbonilacije proteina mjeren pri 450 nm u bubregu (A) i mozgu (B).  2) Grafički 

prikaz količine produkata lipidne peroksidacije mjerene pri 532 nm u bubregu (A) i mozgu (B). 

*** p < 0,001, * p < 0,05 (razlike ženki i mužjaka); +++ p < 0,001 (razlike WT i KO uzoraka). 

Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i 

spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 

uzorka po grupi. 
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4.3. Utjecaj SIRT3 na antioksidativne enzime i redoks regulaciju tkiva 

U svrhu podrobnije analize utjecaja SIRT3 na oksidativno stanje u tkivima napravljena je 

analiza ekspresije antioksidativnih enzima popraćena analizom njihove aktivnosti.  

4.3.1. Ekspresija antioksidativnih enzima 

 Nije dokazana statistički značajna razlika između WT i KO uzoraka u ekspresiji superoksid 

dismutaze 1 (SOD1), jednog od glavnih antioksidativnih enzima u stanci. Ipak je uočen uzorak u 

kojem bubreg pokazuje veću ekspresiju proteina SOD1 u odnosu na mozak. (Slika 4.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 4. Proteinska ekspresija SOD1 u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom SOD1.  2) Grafički 

prikaz ekspresije proteina SOD1 u bubregu (A) i mozgu (B). *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 

0,05. Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 

i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 

uzorka po grupi. 
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U analizi ekspresije superoskid dismutaze 2 (SOD2) bubrega u ženki je uočena značajno 

viša ekspresija u uzoraka s gubitkom SIRT3 u odnosu na divlji tip. Također, KO ženke imaju 

značajno višu ekspresiju od KO mužjaka. U mozgu ekspresija SOD2 nije ovisna o spolu i 

prisutnosti SIRT3. (Slika 5.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. Proteinska ekspresija SOD2 u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom SOD2.  2) Grafički 

prikaz ekspresije proteina SOD2 u bubregu (A) i mozgu (B). ** p < 0,01 (razlika između 

mužjaka i ženki), + p < 0,05 (razlika između WT i KO uzoraka). Two-way Anova s Bonferonni 

post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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Analizirana je i količina acetiliranog, inaktiviranog SOD-a (AcSOD) u uzorcima. U 

bubregu niti spol niti prisutnost SIRT3 nisu utjecali na količinu acetiliranog SOD-a. S druge strane, 

u uzorcima mozga prisutnost SIRT3 igrala je značajnu ulogu u količini AcSOD-a pri čemu KO 

uzorci imaju značajno višu prisutnost od uzoraka WT neovisno o spolu. (Slika 6.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 6. Proteinska ekspresija AcSOD u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom SOD1.  2) Grafički 

prikaz ekspresije proteina AcSOD u bubregu (A) i mozgu (B). + p < 0,05 (razlika između WT i 

KO uzroaka). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio 

efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± 

SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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 U bubregu je zabilježena jednolika ekspresija katalaze (CAT) neovisna o spolu i prisutnosti 

SIRT3. U mozgu ekspresija proteina CAT također ne ovisi o analiziranim parametrima. Mozak 

ima manju ekspresiju proteina CAT u odnosu na bubreg. (Slika 7.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Proteinska ekspresija CAT  u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom CAT.  2) Grafički prikaz 

ekspresije proteina CAT u bubregu (A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc 

testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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         Analizirana je i ekspresija hem oksigenaze 1 (HO1), markera oksidativnog stresa. Iako niti u 

jednom organu nije pokazana statistički značajna razlika u ekspresiji HO1 neovisno o analiziranim 

parametrima uočena su velika odstupanja količine ovog proteina unutar pojedine skupine zbog 

čega bi se analiza trebala provesti na većem broju uzoraka. Bubreg ima manju ekspresiju proteina 

HO1 u odnosu na mozak (Slika 8.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8. Proteinska ekspresija HO1 u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom HO1.  2) Grafički prikaz 

ekspresije proteina HO1 u bubregu (A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc 

testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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4.3.2. Aktivnost antioksidativnih enzima 

Aktivnost SOD-a analizirana je zasebno za CuZn i Mn skupinu, obje skupine pokazuju 

sličan obrasce aktivnosti s obzirom na tip organa.  

Za uzorke bubrega aktivnost CuZnSOD-a značajno opada u KO uzoraka ženki u odnosu na 

WT. Također, u KO uzoraka signifikantno nižu aktivnost u odnosu na mužjake imaju ženke. U 

mozgu aktivnost CuZnSOD-a u mužjaka značajno je viša u KO uzoraka u odnosu na divlji tip, dok 

je efekt gubitka SIRT3 u ženki obrnut. U WT uzorcima mužjaci imaju značajno nižu aktivnost od 

ženki, dok u KO uzrocima značajno nižu aktivnost imaju ženke. (Slika 9.1) 

MnSOD aktivnost u bubregu nema statistički značajnih razlika. S druge strane, aktivnost u 

mozgu ovisi o međuodnosu spola i prisutnosti SIRT3 pri čemu ženke WT imaju višu aktivnost od 

mužjaka WT, a u ženki nedostatak SIRT3 značajno smanjuje aktivnost u odnosu na divlji tip. (Slika 

9.2) 

Ukupna aktivnost SOD-a slična je onoj CuZnSOD pri čemu u mužjaka nedostatak SIRT3 

uzrokuje povećanu aktivnost u odnosu na divlji tip, a u ženki je efekt obrnut. U uzoraka divljeg 

tipa ženke pokazuju značajno veću aktivnost ukupnog SOD-a, dok gubitak SIRT3 uzrokuje veću 

aktivnost u mužjaka. U uzorcima mozga ženki gubitak SIRT3 uzrokuje smanjenu aktivnost 

ukupnog SOD-a. Također, ovisnost ekspresije o spolu prisutna je samo u  KO uzoraka gdje ženke 

imaju značajno nižu ekspresiju od mužjaka. (Slika 9.3) 
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Slika 9. Aktivnost antioksidativnih enzima SOD u bubregu (A) i mozgu (B) WT i KO miševa 

oba spola. 1) Grafički prikaz aktivnosti CuZnSOD-a. 2) Grafički prikaz aktivnosti MnSOD-a. 3) 

Grafički prikaz aktivnosti ukupnog SOD-a. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 (razlika 

između mužjaka i ženki); +++ p < 0,001, ++ p < 0,01, + p < 0,05  (razlika između WT i KO 

uzoraka). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt 

SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N 

= 4 uzorka po grupi. 



 

 
31 

 

U bubregu aktivnost CAT-a ovisi o međuodnosu spola i prisutnosti SIRT3 pri čemu je viša 

u mužjaka u odnosu na ženke i u WT i u KO uzorcima. Nedostatak SIRT3 u mužjaka uzrokuje 

povećanje aktivnosti CAT-a u odnosu na divlji tip, dok se u tom slučaju aktivnost u ženki smanjuje. 

U mozgu je aktivnost enzima CAT bila iznimno niska pa se odabranom metodom detekcije trošila 

velika količina uzorka zbog čega je analiza provedena na dva uzorka po skupini. Obzirom na mali 

broj uzoraka po skupini, nije bilo statistički značajne razlike između pojedinih skupina. (Slika 10.) 

 

Slika 10. Aktivnost antioksidativnog enzima CAT u bubregu (A) i mozgu (B) WT i KO miševa 

oba spola. *** p < 0,001 (razlika između mužjaka i ženki); +++ p < 0,001 (razlika između WT i 

KO uzoraka). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio 

efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± 

SD. N = 4 uzorka po grupi. 

4.4. Utjecaj SIRT3 na metabolizam tkiva  

Kako bi se utvrdio utjecaj SIRT3 na metabolizam analizirana je ekspresija enzima 

uključenih u metabolizam lipida (sintaza masnih kiselina, engl. Fatty Acid Synthase, FASN; beta-

podjedinica mitohondrijskog trifunkcionalnog proteina, engl. Hydroxyacyl-CoA Dehydrogenase 

Trifunctional Multienzyme Complex Subunit Beta, HADHB) i glukoze (laktat dehidrogenaza, 

LDH), transkripcijskog regulatora gena uključenih u ove procese (PPARγ) te kompleksa lanca 

prijenosa elektrona u oksidativnoj fosforilaciji. 
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 U uzorcima bubrega nije dokazana statistički značajna razlika u ekspresiji promatranih 

proteina FASN s obzirom na prisutnost SIRT3 i spol, ni u jednom organu. Ipak, uočena je ekspresija 

nešto kraće varijante proteina u bubregu u odnosu na protein detektiran u uzorcima mozga. (Slika 

11.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 11. Proteinska ekspresija FASN u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom FASN.  2) Grafički 

prikaz ekspresije proteina FASN u bubregu (A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-

hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 

 

 

 



 

 
33 

 

U bubregu je HADHB pokazao statistički značajnu razliku u ekspresiji s obzirom na spol, 

pri čemu ženke imaju značajno višu ekspresiju, dok prisutnost SIRT3 nije statistički značajna. U 

uzorcima mozga nema značajne razlike u ekspresiji. Uzorci mozga imaju veću ekspresiju HADHB 

u donosu na bubreg. (Slika 12.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Slika 12. Proteinska ekspresija HADHB u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) 

Prikaz reprezentativne fotografije membrane PVDF s vizualiziranim proteinom HADHB.  2) 

Grafički prikaz ekspresije proteina HADHB u bubregu (A) i mozgu (B). ** p < 0,01 (razlika 

između mužjaka i ženki). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se 

utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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Niti u jednom organu nije bilo statistički značajnog utjecaja spola i genotipa na ekspresiju 

proteina LHD. (Slika 13.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 13. Proteinska ekspresija LDH u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom LDH.  2) Grafički prikaz 

ekspresije proteina LDH u bubregu (A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc 

testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 uzorka po grupi. 
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U bubregu PPARγ pokazuje statistički značajnu razliku u ekspresiji s obzirom na spol gdje 

ženke imaju veću ekspresiju od mužjaka neovisno o prisutnosti SIRT3. U uzoraka mozga PPARγ 

ekspresija je ovisna o prisutnosti SIRT3 pri čemu WT uzorci imaju značajno višu ekspresiju od 

KO neovisno o spolu. (Slika 14.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 14. Proteinska ekspresija PPARγ u bubregu i mozgu WT i KO miševa oba spola. 1) Prikaz 

reprezentativne fotografije PVDF membrane s vizualiziranim proteinom PPARγ.  2) Grafički 

prikaz ekspresije proteina PPARγ u bubregu (A) i mozgu (B). *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 

0,05. Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio efekt SIRT3 

i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± SD. N = 4 

uzorka po grupi. 

U sklopu analize ekspresije kompleksa lanca elektrona niti u jednom organu nije uočena 

statistički značajna razlika s obzirom na analizirane parametre. (Slika 15.) 
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Slika 15. Proteinska ekspresija kompleksa lanca elektrona u bubregu i mozgu WT i KO miševa 

oba spola. 1) Prikaz reprezentativne fotografije membrane PVDF s vizualiziranim kompleksima 

lanca elektrona. 2) Grafički prikaz ekspresije kompleksa I u bubregu (A) i mozgu (B). 3) Grafički 

prikaz ekspresije kompleksa II u bubregu (A) i mozgu (B). 4) Grafički prikaz ekspresije 

kompleksa III u bubregu (A) i mozgu (B). 5) Grafički prikaz ekspresije kompleksa V u bubregu 

(A) i mozgu (B). Two-way Anova s Bonferonni post-hoc testom je provedena kako bi se utvrdio 

efekt SIRT3 i spola u bubregu, odnosno mozgu. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± 

SD. N = 4 uzorka po grupi. 

5. Rasprava 

5.1. Ekspresija SIRT3 i njegova regulatora ovisi o tipu organa, ali ne i o spolu 

Ekspresija proteina SIRT3 utvrđena Western blotom nije pokazala ovisnost o spolu niti u 

bubregu niti u mozgu. U drugih autora dokazana je ovisnost i ekspresije i aktivnosti SIRT3 o spolu 

(Pinterić i sur. 2020; Shen i sur. 2021). S obzirom da su i bubreg i mozak tkiva sa velikom 

metaboličkom aktivnošću očekivana je visoka ekspresija u oba organa. Ipak, uočena je manja 

ekspresija u mozgu u odnosu na bubreg, što se kosi s prethodnim istraživanjima u kojima se mozak 

navodi kao tkivo s velikom prisutnošću SIRT3 (Lombard i sur. 2007).  

Ekspresija transkripcijskog regulatora SIRT3, PGC1α također je pokazala jednoliku ekspresiju 

s obzirom na spol i genotip. PGC1α djeluje kao transkripcijski aktivator SIRT3, a ekspresija ova 

dva proteina je proporcionalna u uvjetima metaboličkog stresa (Li i sur. 2016) tako da je 

interesantna činjenica da je u bubregu s većom količinom SIRT3 uočena smanjena količina PGC1α, 

a u mozgu je detektiran suprotan učinak u uvjetima bez metaboličkih stresora. Bilo bi zanimljivo 

utvrditi tkivno specifične regulatore transkripcije i translacije SIRT3 i PGC1α koji uzrokuju 

koordiniranu ekspresiju i aktivnost u specifičnim staničnim uvjetima. U svakom slučaju, iz 

dobivenih podataka možemo zaključiti da koregulacija ekspresije SIRT3 i PGC1a u tkivu bubrega 

i mozga izostaje na razini proteina. Kako u sklopu ovog istraživanja nije analiziran utjecaj na 

količinu mRNA to bi trebalo istražiti u budućim istraživanjima.  
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5.2. SIRT3 sudjeluje u ekspresiji SOD2 i PPARγ 

Osim deacetilacije mitohondrijskih proteina, duga jezgrena forma SIRT3 deacetilira histone 

(Lombard i sur. 2007) i utvrđeno je da time sudjeluje u represiji transkripcije gena (Iwahara i sur. 

2012). Proteomska analiza visokospecifičnih interaktora SIRT3 u stanicama HEK293T pokazala 

je i značajne interakcije s više enzima uključenih u translaciju. Ipak, s obzirom da je 87% 

definiranih interaktora novi nalaz, autori ove podatke karakteriziraju kao podlogu za buduća 

istraživanja, a ne kao dokaz uključenosti u proces translacije (Yang i sur. 2016). 

SOD1, SOD2 i CAT glavni su enzimi antioksidativne obrane u stanicama. Njihova je ekspresija 

slična kod jedinki koje su pripadale istoj skupini unutar pojedinog organa osim ekspresije SOD2. 

U bubregu je zabilježen porast njegove ekspresije u nedostatku SIRT3 u skladu s hipotezom 

represijske uloge SIRT3 na transkripciju jezgrenih gena metaboličkih enzima pri normalnim 

uvjetima (Iwahara i sur. 2012). U drugim radovima utvrđena je uloga SIRT3 kao transkripcijskog 

koaktivatora gena MnSOD (SOD2) (Jacobs i sur. 2008; Kim i sur. 2010; Lombard i sur. 2007) te 

13 gena u mitohondriju (Peserico i sur. 2013). I kod transkripcije MnSOD i mitohondrijskih 

proteina kao kointeraktor je predložen FOXO3a (Jacobs i sur. 2008; Peserico i sur. 2013) čime bi 

SIRT3 mogao biti samo efektor prenošen na promotore gena pod specifičnim staničnim uvjetima. 

Time bi se mogao objasniti nedostatak pozitivne regulacije, uočen, ne samo u ovom, već i u drugim 

istraživanjima (Jing i sur. 2011; Sol i sur. 2012). 

U analizi metaboličkih enzima nije dokazan utjecaj SIRT3 na njihovu ekspresiju izuzev 

proteina PPARγ. Njegova ekspresija u bubregu ovisi o spolu pri čemu je povišena u ženki, dok je 

u mozgu ovisna o prisutnosti SIRT3 i opada s njegovim gubitkom. Dakle, samo u mozgu SIRT3 

indirektno ili direktno djeluje na povećanje ekspresije PPARγ. Ovaj protein je i sam transkripcijski 

faktor koji sudjeluje u regulaciji ekspresije gena uključenih u metabolizam glukoze i lipida. Od 

njegovih predloženih meta u ovom radu su analizirane ekspresije proteina PGC1α i FASN (Jamwal 

i sur. 2021; Shi i sur. 2013) koji nisu pokazali promjenu u ekspresiji. U budućim istraživanjima 

trebalo bi provesti analizu većeg broja njegovih meta, na razini ekspresije mRNA i proteina, kako 

bi se utvrdio nizvodni efekt.  Drugi metabolički proteini i kompleksi nisu pokazali razlike s obzirom 

na prisutnost SIRT3 nego na tip organa.  
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5.3. SIRT3 regulira antioksidativne enzime 

SIRT3 također sudjeluje u aktivaciji antioksidativnih enzima deacetilacijom. Njegova 

najpoznatija meta, SOD2, u KO uzorcima bubrega ne pokazuje povećanje acetilacije. U mozgu su 

rezultati u skladu s prethodnom studijom (Hirschey i sur. 2010) te KO ima povećanu acetilaciju.  

Dodatno, izravno je određena aktivnost MnSOD-a (SOD2) i CuZnSOD-a (SOD1). Kao meta 

SIRT3 ističe se MnSOD kod kojeg ipak u bubregu nije dokazana promjena u aktivnosti, u skladu 

s nedostatkom acetilacije. Kod mozga u KO ženki MnSOD ima smanjenu aktivnost, a uočena je i 

ovisnost o spolu kod kojeg ženke imaju višu aktivnost.  CuZnSOD koji inače nije glavna meta 

SIRT3 pokazuje opadanje aktivnosti u bubregu KO ženki, dok je u mozgu opadanje zapaženo u 

KO mužjaka, a u KO ženki porast. Ukupni SOD u oba organa u ženki KO pokazuje opadanje, a u 

bubregu porast u mužjaka KO. Aktivnost CAT u bubregu raste u KO mužjaka, a u ženki opada. U 

mozgu je aktivnost CAT bila iznimno niska, što je u skladu i s njegovom smanjenom prisutnošću 

u tkivu mozga pokazanoj metodom Western blot.  

Analiza ekspresije i aktivnosti antioksidativnih enzima pokazuje da je antioksidativno 

djelovanje SIRT3 spolno ovisno i da postoje posrednici vezani uz spol u njegovoj regulaciji.  

5.4. Oksidativna oštećenja sugeriraju modularnu zaštitnu ulogu SIRT3 

Mozak pokazuje veću podložnost oksidativnom stresu s obzirom da je sadržaj hem 

oksigenaze 1 (HO1), markera oksidativnog stresa, povećan u odnosu na bubreg. U analizi 

oksidativnih oštećenja proteina dokazan je porast oštećenja u bubregu KO, a opadanje u mozgu 

KO. SIRT3 djeluje protektivno na integritet proteina u bubregu za što bi objašnjenje moglo ležati 

u njegovoj ulozi kontrole kvalitete mitohondrijskih proteina. Ovu aktivnost SIRT3 postiže 

regulacijom proteina toplinskog šoka (engl. heat-shock proteins, HSP) i šaperona (Hebert i sur. 

2013). 

Oksidativna oštećenja lipida pokazala su inverzni uzorak pri čemu SIRT3 ima protektivno 

djelovanje u mozgu, ali ne i u bubregu. Jing i suradnici (2011) u uzrocima mišića SIRT3 KO miševa 

također su zabilježili 75% postotni porast TBARS-a. 
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Ovi nalazi sugeriraju promjenjivu ulogu SIRT3 u zaštiti tkiva od oksidativnih oštećenja 

ovisno o potrebama organa. Također, oksidativna zaštita SIRT3 nije isključivo općeg karaktera 

preko aktivacije antioksidativnih enzima nego mora sadržavati i nizvodne mete koje obnavljaju 

komponente stanične mašinerije. U mozgu bi protektivno djelovanje na lipidna ošećenja moglo biti 

povezano s aktivacijom ceramid sintaze, s obzirom da su ceramidi esencijalne komponente 

mijelinskih ovojnica. Ipak, u moždanom udaru, kojeg prati hipoksija, aktivacija ceramid sintaze 

dovodi do većih oštećenja i većeg područja zahvaćenog udarom (Novgorodov i sur. 2016). S druge 

strane, u srčanom udaru SIRT3 ima protektivno djelovanje (J. Zhang i sur. 2023).  

U oba organa ženke pokazuju manja oštećenja proteina, a mužjaci lipida što sugerira spolno 

ovisnu regulaciju protekcije od oksidativnih oštećenja. Ovakvo različito djelovanje na oštećenje 

različitih tkiva, a posebno u akutnim patološkim stanjima poput moždanog i srčanog udara, potiče 

daljnje istraživanje uloge SIRT3 u specifičnim organima s obzirom da se kao terapeutska mjera 

predlaže njegova povećana aktivacija.  

5.5. U fiziološkim uvjetima SIRT3 ima veći utjecaj na antioksidativnu obranu nego na metabolizam 

U raznim proteomskim studijama utvrđen je širok spektar metaboličkih meta SIRT3 kao 

što su enzimi krebsovog ciklusa, metabolizma masnih kiselina, piruvata i aminokiselina (Sol i sur. 

2012; Yang i sur. 2016). Također, deacetilacija vođena SIRT3 aktivira i kompleks I oksidativne 

fosforilacije i indirektno AMPK preko serin-treonin proteinske kinaze 11 (engl. Serine/Threonine-

protein kinase 11, STK11) (Fu i sur. 2012; Hebert i sur. 2013). 

Ahn i suradnici (2008) pokazali su različite bazalne količine ATP-a ovisno o tipu organa 

koje su proporcionalne količini proteina SIRT3. Oni organi koji u divljeg tipa pokazuju visok 

sadržaj ATP-a i SIRT3, između ostalog i bubreg, u KO imaju redukciju ATP-a od 50% pri čemu 

se količina proteina lanca prijenosa elektrona nije promijenila. Ova redukcija nije se pokazala 

toliko značajnom, poglavito zato što su detektirane razine ATP-a dovoljne za većinu enzima 

ovisnih o ATP-u, iako autori navode da to ne mora biti slučaj kada se tkiva podvrgnu nekom obliku 

staničnog stresa. 

Iako dolazi do povećane hiperacetilacije, opadanja stanične respiracije i količine ATP-a te 

promjena u inzulinskoj signalizaciji (Ahn i sur. 2008; Hebert i sur. 2013; Jing i sur. 2011) 
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nepatološki metabolizam se može održati uz smanjenu aktivnost SIRT3 (Lombard i sur. 2007). 

Nadalje, SIRT3 KO miševi pokazuju i pojačan oksidativni stres u odnosu na divlji tip, što je 

dodatno naglašeno u starijih jedinki (Jacobs i sur. 2008; Kim i sur. 2010). Povećanje oksidativnog 

stresa povezano je s ubrzanim starenjem i podloga je razvoju drugih obilježja starenja poput 

pojačane apoptoze, nestabilnosti mitohondrijske DNA, abnormalne strukture mitohondrija i 

endoplazmatskog retikuluma (Zeng i sur. 2014). Stoga gubitak ili smanjena aktivnost SIRT3 

djeluje kao kronični stresor i doprinosi razvoju metaboličkih poremećaja i neurodegeneracije u 

ostarjelih jedinki (Hirschey i sur. 2011; Zeng i sur. 2014).   

6. Zaključak 

SIRT3 je protein čija je uloga vezana uz aktivnosti u jezgri i mitohondriju. U ovom je radu 

analiziran njegov utjecaj na redoks status i metabolizam tkiva mozga i bubrega u miševa starih 18 

tjedana. 

U analizi metaboličkog utjecaja, dokazana je uloga SIRT3 na ekspresiju proteina PPARγ u 

mozgu. Zabilježena je povećana količina ovog transkripcijskog aktivatora gena metaboličkih 

proteina u prisutnosti SIRT3. Kako bi se utvrdio nizvodni efekt ove uloge u budućim istraživanjima 

trebalo bi analizirati promjene količine transkripata i proteina njegovih poznatih meta.  

Analiza ekspresije antioksidativnih enzima potvrdila je utjecaj SIRT3 na količinu proteina 

SOD2 u bubregu. Zabilježena je i uloga SIRT3 u regulaciji aktivnost glavnih antioksidativnih 

enzima. Pritom regulacija nije jednolika u svim uzorcima već ovisi i o spolu i promatranom organu. 

Stoga, hipotezu o općoj ulozi SIRT3 u deacetilaciji acetilacije nastale neenzimatski u mitohondriju 

treba uzeti s rezervom i razmatrati u fiziološkom kontekstu promatranog uzorka. Ovisnost o tipu 

analiziranog tkiva uočena je i analizom oksidativnih oštećenja proteina i lipida. Pritom je SIRT3 

djelovao protektivno na lipide u mozgu i proteine u bubregu. Njegov gubitak imao je suprotan 

učinak. Time je dokazana ciljana uloga u zaštiti integriteta pojedinih makromolekula, za koju je 

još potrebno utvrditi specifične regulatore i efektore.  

U ovom radu nije dokazana uloga SIRT3 u ekspresiji metaboličkih enzima, već samo 

transkripcijskog aktivatora metaboličkih enzima. Stoga nije moguće zaključiti o specifičnim 

ulogama SIRT3 u metabolizmu u tkivu bubrega i mozga. U budućim istraživanjima potrebno je 

provesti dodatne analize aktivnosti metaboličkih proteina u oba organa i analizirati ekspresiju meta 
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PPARγ u mozgu. S druge strane, utjecaj SIRT3 na oksidativno stanje tkiva potvrđen je i na razini 

ekspresije antioksidativnih enzima, regulacije njihove aktivnosti, ali i analizom oksidativnih 

oštečenja makromolekula. Analize su pokazale tkivno specifične i spolne razlike u oksidativnim 

funkcijama SIRT3. 
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Nadzornog odbora Udruge BIUS (2023./2024.).  U akademskoj godini 2020./2021. sudjelovala 

sam u provođenju praktikumske nastave na Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno-

matematičkog fakulteta u Zagrebu, 2021./2022. obavljala sam stručnu praksu u sklopu Udruge 

Hyla, a 2023./2024. u sklopu Laboratorija za metabolizam i starenje na Institutu Ruđer Bošković. 

Vlastita istraživanja provedena na Institutu Ruđer Bošković prezentirala sam u sklopu Studentskog 

kongresa neuroznanosti (NeuRi; 2024.). 

 

 

 


