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1. uvOD

1.1. Slobodni radikali

Slobodni su radikali kemijske vrste s nesparenim elektronom u vanjskoj orbitali. Vrlo su
nestabilni i reaktivni. Da bi sparili svoj slobodni elektron, stupaju u organizmu u reakciji s
bioloSkim molekulama (proteini, lipidi, ugljikohidrati, nukleinske kiseline). Pri tim reakcijama
uzrokuju osStecenje bioloskih molekula. Reakcije slobodnih radikala obi¢no su lancane jer jedan
radikal stvara drugi i pojacava oStecenje (1).

Najzastupljeniji su reaktivni kisikovi spojevi - ROS (Reactive Oxygen Species). Njima
pripadaju superoksidni radikal, hidroksilni radikal, hiperperoksidni radikal, ali i neki neradikali
(vodikov peroksid, singlet kisika ili hipoklorita). ROS u organizmu moze nastati djelovanjem
enzima koji tijekom enzimske reakcije katalizira redukciju kisika u superoksidni radikal ili
vodikov peroksid. Takoder moze nastati reakcijama autooksidacije ili prijenosom elektrona bez
posredovanja enzima na respiracijskom lancu unutraSnje membrane mitohondrija ili
aktiviranjem tijekom upute (2).

Hidroksilni je radikal najreaktivniji radikal u organizmu. Reagens je s bazama u DNA i
uzrokuje ostecenje DNA S§to naravno mozZe rezultirati mutagenezom 1 karcinogenezom. Ljudski
je organizam aeroban i da bi se odrzavao zivot, neophodan je kontakt stanice s kisikom.
Organizam je razvio nekoliko mehanizama obrane od Stetnog djelovanja ROS-a i ostalih

radikala. Dakle, antioksidans je svaki spoj koji sprjecava oksidaciju (1).

1.2. Antioksidansi

Antioksidacijska je zastita vazna u uklanjanju slobodnih radikala jer osigurava maksimalnu
zaStitu bioloSkih mjesta kao Sto su tiolne skupine koje su dio aktivnih mjesta u nekim
metaboliziraju¢im enzimima (11,21). Dobar antioksidans specificno potiskuje slobodne
radikale, kelira redoks-metale, medusobno djeluje s drugim antioksidansima unutar
antioksidacijske mreze, ima povoljan ucinak na izrazaj gena, lako se apsorbira, ima fizioloski
relevantnu koncentraciju u tkivima i bioloskim tekuc¢inama te djeluje i u vodenim i/ili
membranskim domenama (11). Najdjelotvorniji enzimski antioksidansi obuhvacaju
superoksid-dismutazu, katalazu i glutation-peroksidazu. Neenzimski antioksidansi ukljucuju
tiolne antioksidanse (glutation, tioredoksin i lipoicnu kiselinu), vitamin C, vitamin E,

karotenoide, prirodne flavonoide te druge spojeve (selen) (22).
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Tablica 1. Podjela antioksidansa (prema: Cepelak i sur. (2))

Superoksid dismutaza,
Sod,
Zn, Cu SOD, Mn SOD

Katalaza
Glutation peroksidaza

Izvanstani¢ni

Transferin Vezu Fe**

Laktoferin

Haptoglobin Vezu hemoglobin, odnosno hem

Hemopeksin

Ceruloplazin Veze bakar i katalizira oksidaciju Fe?*

Urati Vezu organske i anorganske ROS
Membranski

a-tokoferol Stiti lipide u staniénoj membrani

B-karoten Veze singlet kisik 1 hidroksilni radikal
Stani¢ni

Enzimi:

Kataliziraju  prevodenje  superoksidnog

radikala u vodikov peroksid.

Katalizira prevodenje vodikovog peroksida u
molekulu vode i kisika.
Uz pomo¢ glutationa, GSH, uklanja vodikov

peroksid i lipidne perokside.

Askorbinska kiselina

Reverzibilni je oksidoredukcijski sustav —
reducira a-tokoferolni radikal, perokside i
ostale radikale.

1.3. Uloga slobodnih radikala i oksidacijski stres

Slobodni radikali esencijalni su za stvaranje energije u respiracijskom lancu na unutrasnjoj

membrani mitohondrija. Takoder su i neophodni u procesu nastanka hormona Stitnjace i

prostaglandina. Uz to imaju baktericidan ucinak i sudjeluju u procesu fagocitoze (2).

Oksidacijski se stres definira kao poremecaj ravnoteze prooksidansa, primjerice slobodnih

radikala ROS-a i antioksidansa u korist prooksidansa. Do pomaka ravnoteze moze doci ako je

smanjena antioksidacijska razina ili ako je stvaranje radikala pojacano (8).
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U stanju pojac¢anog oksidacijskog stresa dolazi do porasta ROS-a u organizmu ili tkivu te dolazi
do ostecenja DNA-a, proteina, lipida, stani¢ne membrane. OSte¢enje DNK uzrokuje mutacije,
kona¢ni produkti reaktivni aldehidi. U istrazivanju ucinka oksidacijskog stresa koriste se
razli¢iti vivo modeli (kulture animalnih stanica, kvasac, alge, primarne kulture i rad s
laboratorijskim Zivotinjama). Poznato je da je oksidacijski stres dio etiopatogenetskih
mehanizma koji dovode do poremecaja vaskularne (endotelne funkcije) te pridonosi razvoju i
napredovanju razli¢itih kardiometabolickih bolesti (hipertenzija, Se¢erna bolest, ateroskleroza,
pretilost). Upravo bi prehrana obogaéena mikroelementima mogla dovesti do povecanja

koncentracije antioksidacijskih enzima, a time i do bolje zastite od oksidacijskog stresa (23).

1.4. Glutation peroksidaze

Glutation peroksidaza (GPx) skupina je osam (GPx1-8) enzima koji su vazni za prevodenje i
smanjenje razine H>O. GPx su selenocistein enzimi koji koriste glutation kao redukcijsko
sredstvo (4). U mozgu se selenoproteini GPx1-3, GPx1 i 4 nalaze u mitohondrijima, jezgri i
citoplazmi. Glutation peroksidaza smanjuje razinu vodikova peroksida samostalnim
djelovanjem, ali u€inkovitije smanjuju toksi¢nost egzogenog vodikova peroksida zajedni¢kim
djelovanjem (3).

Poznato je osam izoformi GPx-a koje su supstratno specifi¢ne, a razlikuju se po stani¢noj
lokalizaciji i genu koji ih kodira. Cetiri su izoforme ovisne o selenu (GPx1, GPx2, GPx3,
GPx4), a ostale su cetiri neovisne o selenu (GPx5, GPx6, GPx7, GPx8) (4). Kako se GPx
izoforme razlikuju po lokalizaciji u stanici, imaju i razli¢itu antioksidacijsku ulogu. GPx1,
GPx2, i GPx3 jesu homotetrameri, dok je GPx4 monomer koji je manje molekulske veli¢ine od
podjedinica ostalih peroksidaza. Upravo zahvaljujuc¢i maloj veli€ini, ali i hidrofobnoj povrsini,
GPx4 ima sposobnost reagirati s membranskim lipidima (4). Ono $to ¢ini bitnu fiziolosku
razliku izmedu dviju skupina peroksidaza jest to Sto peroksidaze ovisne o selenu mogu
reducirati i organske i neorganske supstrate, a one neovisne o selenu samo organske. Vazno je
takoder naglasiti da je GPx1 najzastupljenija izoforma peroksidaza koja se nalazi u citosolu i
mitohondrijima, a velike su koli¢ine pronadene u organima kao §to je jetra, gdje je velika

proizvodnja peroksida (4).
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1.5. Struktura GPX

Premda su GPX1, GPX3 i GI-GPX2 homotetrameri, GPX4 je monomer s molekularnom
veli¢inom manjom od podjedinica drugih glutation-peroksidaza. Zbog svoje male veli¢ine i
vodoodbojne povrsine, GPX4 imaju sposobnost reagiranja sa slozenim membranskim lipidima
(27).

Struktura GPX u sisavaca takoder je analizirana racunalom uz pomo¢ molekularnog
modeliranja. Dobiveni modeli upucuju na to da su osnovne faze katalize tri zasebne redoks-
promjene selena na aktivnom mjestu koji se u osnovnom stanju pojavljuje na povrSini
selenoperoksidaza kao srediSte karakteristicne trijade koju izgraduju selenocistein, glutamin 1
triptofan. U GPX cetiri argininska ostatka i lizinski ostatak osiguravaju elektrostati¢an ustroj
koji u svakom reduktivnom koraku usmjerava glutation donorski supstrat (engl. donor substrate
glutathione, GSH) prema kataliticCkom srediStu tako da njegova sulfhidrilna skupina mora
reagirati s dijelom molekule selena. Stovise, mehanizmi vezanja kosupstrata jedinstveni su za
klasi¢nu vrstu GPX1, no ne djeluju kod GPX3 i GPX4 (26).

Analizom selenoproteoma karakterizirane su funkcije i slijed Sest glutation-peroksidaza (GPX)
u sisavaca: citosolne (cGPX, GPX1), prvog identificiranog selenoproteina kod sisavaca (6,15),
fosfolipid-hidroperoksidne GPX (PHGPX, GPX4), koja je prvi put opisana 1982. godine i
kasnije sekvenciranjem potvrdena kao selenoprotein (28), te druge sekvencirane plazmatske
GPX (pGPX, GPX3) (23), gastrointestinalne GPX (GI-GPX, GPX2) (24) te kod ljudi GPX6

koja je ograni¢ena na olfaktorni sustav (27).

1.6. Elementi u tragu

Elementi u tragu vrlo su vazni za Zive organizme jer su potrebni za normalnu funkciju
organizma, za rast i obavljanje mnogih metabolickih funkcija. Kao element u tragu definira se
onaj element koji ima manje od 0.01 % ukupne tjelesne mase. Svi elementi u tragu zajedno Cine
manje od 0.01 % tjelesne mase (2). Esencijalni su oni koji su potrebni za zivot i normalnu
funkciju organizma. Koli¢ine u ljudskom tijelu kre¢u se od 1.5 mg do 4.5 g. Neesencijalni nisu
potrebni za Zivot, a u veéim SU koli¢inama toksi¢ni za covjeka. Za elemente u tragu
karakteristi¢no je da se njihovo djelovanje umnozava, tj. vrlo male kolicine nekog elementa u
tragu utjeCu na stanje cijelog organizma. Vrlo su specifi¢ni, imaju svoju homeostaticku

regulaciju i ulaze u medusobne interakcije (2).
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1.7. Esencijalni elementi u tragu

Danas se smatra da je 13 elemenata nuzno za normalno ¢ovjekovo djelovanje: zeljezo, bakar,

cink, krom, mangan, fluor, jod, stroncij, molibden, kobalt, selen, nikal, i vanadij (1).

Selen je sastavni dio glutation — peroksidaze enzima koji katalizira razgradnju peroksida
stvorenih tijekom oksidacijskog metabolizma u stanicama te tako Stiti organizam od
nakupljanja lipidnih peroksida i1 slobodnih radikala koji oSte¢uju stanicne membrane. Dnevna
potreba za selenom iznosi oko 55 mikrograma za zene te 70 mikrograma za muskarce, a u hrani
ovisi o koli¢ini proteina i sadrzaju selena u tlu (25). U krvi se nalazi viSe selena u eritrocitima
nego u plazmi u kojoj je vezan za SH-skupine proteina. Iz tijela se lu¢i urinom kao
trimetilselenijev ion, a u plu¢ima u obliku dimetil-selenida. Manjak selena susrece se u Kini i s
tim je u vezi Keshanova bolest, posebna vrsta kardiomiopatije koja pogada Zene u
reproduktivnoj dobi i djecu. Inace, manjak selena moze biti i kod osoba na parenteralnoj terapiji
te osoba s karcinomom GI trakta, trudnica, a velik manjak u osoba s retikuloendotelnim
novotvorbama. Uz selen se odreduje i glutation-peroksidaza. Velika aktivnost tog enzima nalazi
se u leukocitima i makrofagima, stite te stanice od djelovanja peroksida koji se stvaraju tijekom
oksidacijske razgradnje stranih tvari u njima (25). Smanjenu aktivnost glutation-peroksidaze u
krvi susre¢emo kod hemoliticke anemije, poremecaja trombocita s krvarenjem i karcinoma (1).
Cink se unosi u tijelo hranom, vodom, ¢ak i zrakom. Normalnom se prehranom dnevno unosi
10 - 15 mg cinka. Cink sadrzavaju Zitarice i brasno, Secer, meso, riba (1). No postoji problem
jer mnoge su namirnice zbog pro¢is¢avanja siromasne cinkom. Glavni su izvor cinka crni ili
razeni kruh, meso ili orasi. Cink je potreban za rast, keratinizaciju koZe i sintezu proteina. U
tijelu je vezan za proteine. Poznato je viSe od 300 enzima za ¢iju je aktivnost potreban cink.
Osim toga, vise od 500 proteina ukljucenih u regulaciju transkripcije i replikacije sadrzi cinkove
ione (24). Ve¢ sama ¢injenica da je potreban za aktivnost tolikih enzima upucuje na njegovu
vaznost za metabolizam i odrzavanje normalne funkcije organizma. Primijeceno je da je manjak
cinka prisutan pri raznim patoloskim stanjima (1) poput alergija, Alzheimerove bolesti,
Parkinsonove bolesti i loseg imuniteta. U tijelu zdrave osobe ima oko 1,3 - 2,3 g cinka,
najzastupljeniji je element u tragu, nalazi se u stanicama gotovo svih organa u obliku kompleksa
s proteinima. U krvnoj se plazmi cink uglavnom prenosi vezan za albumin i alfa 2-
makroglobulin. Iz organizma se izlu€uje stolicom, a manje urinom. Koncentracija cinka u
serumu mijenja pri mnogim bolestima. Povecana koncentracija dosta je rijetka, a mnogo je ¢eS¢i

manjak cinka zbog neodgovarajuce prehrane. Zbog manjka cinka pojavljuje se zastoj u rastu, u

5
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sazrijevanju skeleta, atrofija testisa, hepatosplenomegalija, podloznost infekcijama, ulceracije i
sl. Smanjenje cinka uzrokuje i poremecaje gastro sustava te je uocena niska koncentracija i kod
ateroskleroze 1 raznih karcinoma. Organizam $tedi cink 1 u slucaju manjka smanjuje se

izluGivanje (24).

1.8. Hrana bogata selenom i cinkom

Znacajan Su izvor cinka mlijeko i mlije¢ni proizvodi, jaja, cjelovite zitarice. Crveno meso,
posebno govedina i janjetina, i jetra imaju najveéi sadrzaj cinka. Cink iz namirnica zZivotinjskog
podrijetla bolje se apsorbira u Zeludcu, no ne smiju se zaboraviti ni biljni izvori cinka kao §to
su orasasti plodovi, grasak, soja, pivski kvasac, tofu, sjemenke. Selen se moze naci u plodovima
mora, posebno u plavoj ribi, te u gljivama, brokuli, ¢eSnjaku, raj¢ici i propolisu. Dobri Su izvori
selena i proizvodi od cijelog zrna te suncokretovo sjeme. Koli¢ina selena u hrani varira i ovisna
je o tlu gdje su namirnice uzgajane. Obradivanjem namirnica selen se uniStava te je najbolje

unositi ga u organizam putem nepreradene hrane (2).

1.9. ELISA - imunoenzimski test

ELISA je imunoenzimski test visoke osjetljivosti i selektivnosti za odredivanje prisutnosti i
koli¢ine specifi¢nih molekula (analita) (28). Temelji se na reakciji antigena na antitijelo. Tom
tehnikom moguce je odredivanje vrlo niskih koncentracija analita (do ng/kg), Cesto uz relativno
jednostavnu pripremu uzorka i istovremeno ispitivanje velikog broja uzoraka tijekom samo
jednog pokusa. ELISA se provodi na standardnim mikrotitarskim ploc¢ama s velikim brojem
jazica. Postoji mnogo varijacija ELISA tehnike, a tri su osnovna tipa: direktni, indirektni i tzv.
"sendvic¢" test, a sva tri se mogu temeljiti na kompetitivnoj ili inhibicijskoj tehnici. Kod
kompetitivne tehnike antitijela specifi¢na za analit imobilizirana su u jaZicama. Za vezna mjesta
na antitijelima natjecu se analit iz uzorka i enzimom obiljezeni analit-kompetitor. Ispiranjem se
uklanja visak analita obiljezenog enzimom te se dodaje bezbojni supstrat koji pod djelovanjem
enzima mijenja boju. Boja se mjeri spektrofotometrijski, a intenzitet boje obrnuto je

proporcionalan koncentraciji analita u po¢etnom uzorku (28).
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2. HIPOTEZA

Koncentracija antioksidansa GPx3 znacajno je povecana U hrani koja u svojem sastavu sadrzi

velike koncentracije selena.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj je provedenoga istrazivanja utvrditi razinu antioksidansa GPx3 u uzorcima hrane Koji

sadrze razli¢ite udjele selena i cinka u svojem sastavu.
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4. MATERIJALI | METODE

Tri tjedna stari Sprague-Dawley $takori u razdoblju od osam tjedana konzumirali su hranu koja

sadrzi razlicite omjere selena i cinka (hrana Divana) u svojem sastavu:
1) niski selen, niski cink (28,56 mg/kg Zn i 0,030 mg/kg Se);

2) visoki selen, normalni cink (30,16 mg/kg Zn i 0,363 mg/kg Se)

3) normalni selen, visoki cink (70,81 mg/kg Zn i 0,043 mg/kg Se).

Nakon osam tjedana hranjenja Stakori su anestezirani kombinacijom Ketanest S 75 mg/kg
(Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5
mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Nakon anestezije, zivotinje su dekapitirane te su
prikupljeni uzorci krvi u svrhu dobivanja seruma. Uzorci su krvi centrifugirani na 3500 okretaja
kroz 10 minuta te je odvojen serum i pohranjen u hladnjak na — 80 °C do provodenja

eksperimenta.

Svi su eksperimentalni postupci bili uskladeni s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih Zivotinja (direktiva 86/609). Takoder, poduzete su sve mjere da bi se sprijecila
patnja zivotinja. Istrazivanja je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek
(klasa: 602-04/14-08/06, urbroj: 2158-61-07-14-05) te Ministarstvo poljoprivrede Republike
Hrvatske (klasa: UP/1-322-01/14-01/90, urbroj: 525-10/0255-15-4).

4.1. Metoda

U ovom istrazivanju koristila se spektrofotometrijska metoda (ELISA) u svrhu odredivanja
koncentracije GPx3 antioksidacijskog enzima u uzorcima seruma. Odredivanje se provodilo
pomocu komercijalno dostupnog ELISA kita (LSBio Kat. br. LS-F6289).

4.2. StatistiCke metode

Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina = SEM (SEM - standardna pogreSka mjerenja).
Za statisticku analizu usporedbe skupina koristila se jednosmjerna analiza varijance - One-way
ANOVA test, a u slucaju odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisov test. Razina
statistiCke zna€ajnosti iznosi P < 0,05. Koristio se statisti¢ki program SigmaPlot, inacica 11.2,
Systat Software, Inc., Chicago, USA. Pomocu Sigma Plot v11.0 programa izracunata je veli¢ina
uzorka te ona za snagu testa od 0,8, P < 0,05 i uz minimalnu ocekivanu razliku od 0,25 $to

iznosi Cetiri uzorka (zivotinje) po skupini.
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5. REZULTATI

5.1. Koncentracija GPx3 antioksidacijskoga enzima u uzorcima seruma

207 . 3 Visoki Se, normalni Zn (N=7)
.‘ I £ Niski Se, niski Zn (N=7)

15- } * | Hl Normalni Se, visokih Zn (N=7)
5

10+
E
o

54

0

Rezultati su prikazani kao srednja wrijednosttSEM
*p<0.05

Slika 1. Koncentracija (ng/ml) antiokisdacijskog enzima GPx3 u uzorcima seruma

Skupina Zivotinja koja je konzumirala hranu s visokim udjelom selena i normalnim
vrijednostima cinka (30,16 mg/kg Zn i 0,363 mg/kg Se) ima znacajno povecanu koncentraciju
GPx3 enzima (13.96+0.42) u odnosu na skupinu s niskim sadrzajem selena i niskim sadrzajem
cinka (28,56 mg/kg Zn i 0,030 mg/kg Se, 12.04+0.33, p=0.002) te hranom s normalnim
sadrZajem selena 1 visokim sadrZajem cinka (70,81 mg/kg Zn i 0,043 mg/kg Se, 12.66+0.66, P
= 0.026).
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6. RASPRAVA

Selen (Se) i cink (Zn) esencijalni su mikroelementi, a kako bi se odrzala homeostaza organizma,
potrebno ih je unositi u dovoljnoj koli¢ini hranom. Vazni su za normalno odrzavanje
oksidacijskog sustava jer sastavnim su dijelovima antioksidacijskih enzima kao $to su glutation-
peroksidaza i superoksid dismutaza. U mnogim zemljama javlja se malnutricija tih
mikronurtijenata. Nedovoljna koli¢ina unosa selena dovodi do nekrotiziraju¢e kardiomiopatije,
periferne miopatije, smanjenog tonusa misi¢a i poremecaja koncentracije, stanjivanja kose i
pucanja noktiju (5-7). Antioksidacijski enzimi neutraliziraju slobodne radikale i oksidacijske
Stetne meduproizvode metabolizma. Najznacajniji su antioksidacijski enzimi katalaza, glutation
peroksidaza, glutation reduktaza i superoksid dismutaza, a njima su potrebni kofaktori za
njihovu kataliti¢ku aktivnost. Kofaktori su tih enzima selen, cink, bakar, zeljezo 1 magnezij.
Glutation peroksidaza obitelj je enzima koja metabolizira vodikov peroksid i lipidne
hidroperokside na vodu. Postoji nekoliko razli¢itih glutation peroksidaza koje se nalaze u
razli¢itim tkivima. GPx1, GPx2, GPx3 1 GPx4 imaju vezno mjesto za selen koji u reakcijama s
vodikovim peroksidom oksidira (8-10).

Glutation-peroksidaza ukljucena je u zastitu od oksidacijskog stresa, pri ¢emu glutation koristi
kao supstrat. Glutation takoder djeluje kao supstrat u drugim detoksificiraju¢im enzimima
protiv oksidacijskog stresa kao S$to su glutation-transferaze. On sudjeluje u prijenosu
aminokiselina kroz plazmatsku membranu 1 izravno ¢€isti hidroksilni radikal 1 singletni kisik te
time detoksificira vodikov peroksid 1 lipidne perokside katalitickim djelovanjem GPx.

Glutation moze obnoviti najvaznije vitamine, tj. vitamine C i E, u njihove aktivne oblike (11).

Selen, kao dio aktivnog mjesta u GPx, osnovni je mikronutrijent za koji se pokazalo da smanjuje
pojavnost razli¢itih oboljenja (12-14). U humanim studijama pokazano je da su koncentracije

selena obrnuto povezane sa smrtnoscu i pojavnosc¢u karcinoma (15-16).

Selen funkcionira kao antimutageni agens koji sprjecava zlo¢udnu preinaku normalnih stanica.

Cini se da su ti njegovi zastitni uinci ponajprije povezani s aktivno$éu glutation-peroksidaza.

Glutation peroksidaza 3 (GPx3) jedini je enzim iz skupine glutation peroksidaza koji se lu¢i u
medustani¢cnom prostoru. Supstrat su tomu enzimu vodikov peroksid te fosfolipidni
hidroperoksidi, a ima zna¢ajnu ulogu u antioksidacijskim procesima u krvnoj plazmi (17). Kako
aktivnost tog enzima opada i do 99 % u slucaju deficita selena, GPx3 se Siroko koristi u procjeni
statusa selena. Takoder, buduci da se povecana aktivnost javlja kod nekih podtipova tumora

jajnika (18), moze se koristiti kao biomarker.
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Prema uputama Svjetske zdravstvene organizacije, hrana koja sadrzi 0.1 mg Se/kg smatra se
zadovoljavaju¢im izvorom selena (19). Ovo je istrazivanje pokazalo kako je ipak potrebna nesto
viSa koncentracija selena potrebna da bi se znafajno povecala razina GPx3 te njegov
antioksidacijski u¢inak (Slika 1.). Stupin i suradnici utvrdili su kako hrana obogac¢ena selenom

ima zastitnu ulogu u kardiovaskularnom sustavu na modelu makrocirkulacije (20).

| u ovom istrazivanju pokazano je kako hrana koja sadrzi ve¢u koncentraciju selena u svojem
sastavu ima viSu koncentraciju GPx3 antioksidacijskog enzima $to upucuje na pozitivan utjecaj

selena na sniZenje oksidacijskog stresa i zastitu organizma od djelovanja slobodnih radikala

(Slika 1.).
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7. ZAKLJUCAK

1.) Koncentracija antioksidacijskog enzima GPx3 ovisna je o udjelu selena u hrani.

2.) Hrana koja sadrzi visok udio selena pokazala se kao najbogatija antioksidansom GPx3 koji

prema brojnim istrazivanjima ima zaStitnu ulogu u organizmu.

3.) Hrana koja prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji sadrzi dovoljne koli¢ine selena nije
se pokazala znacajno bogatijom antioksidansom GPx3 u odnosu na hranu s niskim udjelom

selena.

13
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8. SAZETAK

CILJ: Utvrditi koncentraciju antioksidacijskog enzima GPx3 u uzorcima hrane koji sadrze

razli¢ite udjele selena i cinka u svojem sastavu.

MATERIJALI | METODE: Tri tjedna stari Sprague-Dawley $takori u razdoblju od osam
tjedana konzumirali su hranu koja sadrzi razli¢ite omjere selena i cinka (hrana Divana) u svojem
sastavu. Zivotinje su bile podijeljene u skupine: 1) niski selen, niski cink (28,56 mg/kg Zn i
0,030 mg/kg Se); 2) visoki selen, normalni cink (30,16 mg/kg Zn i 0,363 mg/kg Se) te 3)
normalni selen, visoki cink (70,81 mg/kg Zn i 0,043 mg/kg Se).

Nakon osam tjedana hranjenja Stakori su anestezirani kombinacijom ketanest S 75 mg/kg
(Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex 5
mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Nakon anestezije, Zivotinje su dekapitirane te su
prikupljeni uzorci krvi u svrhu dobivanja seruma. 1z uzoraka seruma spektrofotometrijskom
metodom (ELISA) odredila se koncentracija enzima glutation peroksidaze 3 (Gpx3). Svi su
eksperimentalni postupci bili uskladeni s europskim smjernicama za skrb i primjenu
laboratorijskih zivotinja (direktiva 86/ 609). IstraZivanja je odobrilo Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Osijek te Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske.
REZULTATI: Hrana s visokim udjelom selena i normalnim vrijednostima cinka (30,16 mg/kg
Zn 10,363 mg/kg Se) ima znacajno povecanu koncentraciju GPx3 enzima (13.96+0.42 mg/ml)
u odnosu na skupinu s niskim sadrZajem selena 1 niskim sadrZajem cinka (28,56 mg/kg Zn 1
0,030 mg/kg Se, 12.04+0.33, P = 0.002) te hranom s normalnim sadrZajem selena i visokim
sadrzajem cinka (70,81 mg/kg Zn i 0,043 mg/kg Se, 12.66+0.66, P = 0.026).

ZAKLJUCAK: Koncentracija antioksidacijskog enzima GPx3 ovisna je o udjelu selena u
hrani. Hrana koja sadrzi visok udio selena pokazala se kao najbogatija antioksidansom GPx3
koji prema brojnim istrazivanjima ima zaStitnu ulogu u organizmu u odnosu na prehranu

siromasnu selenom.
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9. SUMMARY

AIM: Determine the concentration of the antioxidative enzyme GPx3 in food which contain

different concentrations of selenium and zinc in its composition.

MATERIALS AND METHODS: Three weeks old Sprague-Dawley rats consumed foods
containing different ratios of selenium and zinc (food Divan) in its composition over a period
of 8 weeks. The animals were divided into: 1) low selenium, low zinc (28.56 mg / kg Zn and
0.030 mg / kg Se); 2) high selenium, normal zinc (30.16 mg / kg Zn and 0.363 mg / kg Se), and
3) normal selenium, high zinc (70.81 mg / kg Zn and 0.043 mg / kg Se).

After 8 weeks of feeding rats were anesthetized by ketanest S 75 mg / kg (Ketanest S 25 mg /
ml, 2 ml ampoules, Pfizer) and midazolam 0.5 mg / kg (Midazolam Torrex 5 mg / ml, 3 ml,
Torrex Chiesi Pharma) . After anesthesia, the animals were decapitated and blood samples were
collected to obtain serum. Serum samples were determined by the spectrophotometric method
(ELISA) for concentrations of glutathione peroxidase 3 (Gpx3). All experimental procedures
were harmonized with European guidelines for the care and use of laboratory animals (Directive
86/609). The research was approved by the Ethics Committee of the Faculty of Medicine in
Osijek and the Ministry of Agriculture of the Republic of Croatia.

RESULTS: Foods with a high selenium content and normal zinc levels (30.16 mg / kg Zn and
0.363 mg / kg Se) have significantly increased GPx3 enzyme concentrations (13.96 &+ 0.42 mg
/ ml) compared to low selective selenium and low zinc (70.81 mg / kg Zn and 0.043 mg / kg
Se, 12.66 + 0.03 mg / kg Se, 12.04 + 0.33, P = 0.002) and foods with normal selenium content
and high zinc content 0.66, P = 0.026).

CONCLUSION: The concentration of antioxidant enzyme GPx3 is dependent on the
proportion of selenium in food. Foods containing a high proportion of selenium have been
shown to be the richest with antioxidant GPx3 which, according to numerous studies, has a
protective role in the body in relation to food poor with selenium.
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