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Uticaj propiltiouracila i jopanoicne kiseline na funkciju tireoidne osovine i
aktivnost glutation peroksidaza kod selen-deficijentnih i selen-adekvatnih

juvenilnih pacova

Kratak sadrzaj

U okviru ove doktorske disertacije, ispitivan je uticgj primene blokatora dejodinaza na
tireoidni status selenadekvatnih i selendeficitnih juvenilnih pacova. Ogled je izveden na ukupno
128 Wistar pacova muskog pola, podeljenih u osam grupa od po 16 jedinki. Formirane su
sledece grupe: 1. Se+PTU-IA- (kontrolna grupa), 2. Se+PTU+IA+, 3. SetPTU+IA-, 4. Set+tPTU-
IA+, 5. Se-PTU-1A-, 6. Se-PTU+IA+, 7. Se-PTU+IA- i 8. Se-PTU-1A+. Prve Cetiri grupe su bile
selenadekvatne (Se+) i dobijale su hranu koja je sadrzala 0.334 mg selena po kilogramu hrane.
Grupe pet, Sest, sedam i osam su bile selendeficitne (Se-) i dobijale su 0.031 mg selena po
kilogramu hrane. Kao blokatori dejodinaza su koriSCeni propiltiouracil (PTU+) u dozi od 150
mg/L vode za pice i jopanoi¢na kiselina (IA+) u dozi od 6 mg/100g TM intraperitonealno. Nakon
tri i sedam nedelja tretmana Zrtvovano je po 8 jedinki iz svake grupe i odredivani su sledeci
parametri: tiroksin (T4), trijodtironin (T3), tireostimuliraju¢i hormon (TSH), koncentracija selena
u krvi, aktivnost citosolne glutation peroksidaze eritrocita (GPx1) i aktivnost glutation

peroksidaze u krvnoj plazmi (GPx3).

Deficit selena doveo je do blagog pada telesne mase jedinki. Primena propiltiouracila
(PTU) dovela je do znaCajnog pada telesne mase od 19% kod selenadekvatnih jedinki i 59% kod
selendeficitnih jedinki. Pad koncentracije T4 i T3 i porast koncentracije TSH u krvnoj plazmi
zabelezen je kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa PTU, nakon tri nedelje
tretmana. Nakon sedam nedelja, koncentracije T3 u krvi svih selenadekvatnih jedinki su bile
ujednacene, a kod selendeficitnih jedinki je pri upotrebi PTU bila smanjena koncentracija T3 u
krvi. Istovremena upotreba jopanoicne kiseline i propiltiouracila kod selendeficitnih jedinki
dovela je do rasta aktivnosti GPx1 nakon tri nedelje i GPx3 nakon sedam nedelja tretmana.
Upotreba PTU je dovela do gubitka korelacione zavisnosti izmedu koncentracije selena u krvi i
aktivnosti GPx1 kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki nakon tri nedelje tretmana, a nakon
sedam nedelja tretmana, upotreba PTU sa ili bez jopanoi¢ne kiseline je dovela do gubitka

korelacione zavisnosti izmedu koncentracije selena u krvi i aktivnosti GPx3. Negativna



korelaciona zavisnost izmedu koncentracije T3 i aktivnosti GPx1 kod selendeficitnih jedinki
uoCena je nakon tri nedelje tretmana, a nakon sedam nedelja izmedu koncentracije T3 i
aktivnosti GPx3.

Kljucne recCi: selen, propiltiouracil, jopanoicna kiselina, T4, T3, TSH, glutation peroksidaza
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Theinfluence of propylthiouracil and iopanoic acid on thyroid axis and
glutathione peroxidases activitiesin selenium adequate and selenium deficient

juvenilerats

Summary

The effects of the applied deiodinase blockers on the thyroid status of selenium adequate
and selenium deficient juvenile rats were studied. The experiment was carried out on 128 male
Wistar rats randomly allotted to 8 groups, 16 rats each. The following groups were formed:
Se+PTU-1A- (control group), 2. Se+PTU+IA+, 3. Se+tPTU+IA-, 4. Se+PTU-1A+, 5. Se-PTU-IA-
, 6. Se-PTU+IA+, 7. Se-PTU+IA- i 8. Se-PTU-IA+. The first four groups were selenium
adequate (Set) and were fed a diet containing 0.334 mg/Se kg feed. Groups five, six, seven and
eight were selenium deficient and fed 0.031 mgSe/ kg feed. As deiodinase blockers were used
propylthiouracil (PTU+) in a dose of 150 mg/L potable water and iopanoic acid (IA+) in a dose
of 6 mg/kg body mass applied intraperitoneally. After 3 and 7 weeks of treatment eight rats from
each group were sacrificed and the following parameters were determined: thyroxine (T4),
triiodothyronine (T3), Thyroid stimulating hormone (TSH), blood selenium concentration,
erythrocyte cytosolic glutathione peroxidase activity (GPx1) and blood plasma glutathione
peroxidase activity (GPx3).

Selenium deficiency resulted in decreased body mass. Application of propylthiouracil
resulted in decreased body mass by 19% in selenium adequate and by 59% in selenium deficient
rats. A decrease in T4 and T3 concentration and increased TSH concentration in the blood
plasma was recorded in both selenium adequate and selenium deficient groups treated with PTU
after three weeks of treatment. After seven weeks T3 concentration in all selenium adequate rats
was uniform, and selenium deficient PTU treated rats had decreased blood T3 concentrations.
Concurrent use of 1A and PTU in selenium deficient animals resulted in increased GPx1 activity
after 3 weeks and GPx3 after 7 weeks of treatment. The use of PTU led to the loss of correlation
between blood selenium and GPx1 treatment in both selenium adequate and deficient rats after
three weeks of treatment. After seven weeks of treatment PTU (with or without the concurrent
application of 1A) resulted in the loss of correlation between blood selenium concentration and

GPx3 activity. A negative correlation between T3 concentration and GPx1 activity in selenium



deficient rats was recorded after three weeks of treatment, and between T3 concentration and
GPx3 activity after seven weeks.

Key words: selenium, propylthiouracil, iopanoic acid, T4, T3, TSH, glutathione peroxidase.

Science: veterinary medicine
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1. Uvad

Nakon otkri¢a da jodotironin dejodinaze pripadaju superfamiliji selenoenzima
(Behnei sar., 1990; Arthur i sar., 1990; Berry i sar., 1991) razvila se snazna istrazivacka
aktivnost sa ciljem da se objasni povezanost funkcija tireoidne osovine i statusa joda sa
jedne i statusa selena sa druge strane. Na Cinjenicu da su ove dve pojave medusobno
povezane, ukazala su i istraZzivanja endemskog kretenizma u Zairu (Vanderpas i sar.,
1990). Pokazalo se da na podrucjima ekstremno deficitnim jodom i selenom, uobicajeno
leCenje hipotireoidnih pacijenata nadoknadom joda dovodi do degenerativnih promena
na Stitastoj Zlezdi i da tek zajedni¢ko dodavanje ova dva elementa vodi ka ozdravljenju.
IstraZzivanja o sloZenoj meduzavisnosti funkcije tireoidne osovine i statusa selena
odvijaju se na viSe planova. Metodama molekularne biologije rasvetljena je
ultrastruktura veceg broja selenoenzima i jedinstveni nacin njihove sinteze. IstraZivanja
u oblasti biohemije i fiziologije usmerena su na definisanje meduzavisnosti, hijerarhijei

mehanizama regulacije funkcija bioloskih sistema u koje su ukljuceni selenoenzimi.

Selen je esencijalni mikroelement sa mnogostrukim i vrlo vaznim ulogama u
organizmu. Zarazliku od ostalih mikroelemenata koji figurirgju kao kofaktori pojedinih
enzima, njegove fizioloSke uloge direktno su povezane sa funkcijama proteina u Ciji
sastav se kotranslatorno ugraduje putem netipicne aminokiseline selenocisteina. Do sada
je otkriveno oko 30 selenoproteina, a samo za neke od njih je poznata fizioloSka uloga.
Prvi enzim za koji je dokazano da u svom sastavu ima ugraden selenocistein je glutation
peroksidaza GPx (Rotruck i sar., 1973; Flohe i sar., 1973). Do sada je identifikovano 5
izoenzimskih formi GPx koje redukuju vodonik peroksid i organske hidroperokside,
StiteCi Celije od oksidativnog oStecenja. Ova grupa selenoenzima obuhvata citosolnu
glutation peroksidazu (GPx1), gastrointestinalnu glutation peroksidazu (GPx2),
plazmatsku (ekstracelularnu) glutation peroksidazu (GPx3), fosfolipid hidroperoksid
glutation peroksidazu (GPx4) i novootkrivenu glutation peroksidazu 6 iz olfaktornog
epitelai embrionalnog tkiva. S obzirom nato daje glutation peroksidaza selenoenzim i
da njena aktivnost do izvesne granice linearno zavisi od koliCine selena u hrani,

aktivnost ovog enzima moze biti dobar pokazatelj statusa selena u organizmu.

Sasvim novo polje u istrazivanjima je donelo otkriCe da su i jodotironin

dgjodinaze (ID) selenoenzimi, odgovorni za aktivaciju i deaktivaciju tireoidnih hormona



(Behnei sar., 1990; Arthur i sar., 1990; Berry i sar., 1991). Do sada je identifikovano 3
tipadejodinaza. Tip 1 (ID1) vrsi dejodinaciju spoljnog prstena tiroksina (T4) u polozaju
5" i time aktivira prohormon T4 u aktivni T3. Takode inaktivira T4 u reverzni T3 (rT3)
dgjodinacijom unutraSnjeg prstena u polozZaju 5. Zastupljena je u jetri, bubrezima,
centralnom nervnom sistemu, hipofizi, crevima i placenti. Dgodinaza tipa 1 je vrlo
osetljiva na inhibiciju sa propiltiouracilom, za razliku od dejodinaza tipa 2 i 3.
Degodinazatipa?2 (ID2) aktivira T4 u T3 dejodinacijom spoljnog prstena u polozaju 5, a
takode prevodi reverzni T3 u 3,3 T2. Nalazi se u hipofizi, mozgu i mrkom masnom
tkivu, a osetljiva je na dejstvo jopanoicne kiseline (Germain DL, 1988a). Dgodinaza
tipa 3 (ID3) katalizuje dejodinaciju unutraSnjeg prstena tireoidnih hormona pri ¢emu
nastaju neaktivni rT3 od T4, odnosno 3,3’-T2 od T3. Prisustvo selenocisteina u
katalitickom centru ovih enzima ima presudnu ulogu u njihovoj katalitickoj aktivnosti.
Veoma je znacajno da je pri deficitu selena odrZavanje aktivnosti ovih enzima prioritet
u odnosu na druge selenoenzime, te je ekspresija ID1 u Stitastoj Zlezdi nepromenjenaili
Cak blago povecana (Batesi sar., 2000), ali je smanjena u jetri i bubrezima. Promena
koncentracije serumskog T3 je mala i pored povecanja serumskog T4 i opSteg povisenja
serumskog rT3 (DePalo i sar., 1994). Ovi rezultati su ukazali da ID1 jetre i bubrega
minimalno doprinosi koncentraciji serumskog T3 te da je glavni izvor cirkuliSuceg T3
Stitasta Zlezda (Chanoine i sar., 1993). Da bi se otklonio ovaj problem, efekat deficita
selena je izuCavan na tireoidektomisanim pacovima kojima je davan T4. Ova
proucavanja su analogna onima izvedenim uz upotrebu propiltiouracila (PTU) u kojima
je pronadena inhibicija ekstratireoidne konverzije T4 u T3 za oko 50% (Frumess i
Larsen, 1975). Sva ova istrazivanja nisu uzela u obzir uticaj 1D2 koja takode aktivira T4
u T3. Ekspresija ID2 i ID3 u uslovima deficita selena u mozgu i placenti je takode
oCuvana jer su ova tkiva otporna na praznjenje selena. Ovakvi rezultati navode na
postojanje lokalnih mehanizama za Cuvanje selena u tkivu mozga i Stitaste kao i nato da
su prilikom ekstratireoidnog aktiviranja T4 u T3 podjednako aktivnei ID1i ID2.

Do danas nisu u potpunosti razjasSnjeni mehanizmi regulacije sinteze, aktivacije i
inaktivacije tireoidnih hormonai njihova zavisnost od prisustva selena. S obzirom nato
da su dejodinaze selenoenzimi i da je odrZavanje nivoa njihove ekspresije prioritet u
odnosu na druge selenoenzime, ispitivanje uticaja specificnih blokatora za dejodinazu

tipa 1 i degjodinazu tipa 2 u kombinaciji sa deficitom selena in vivo na proizvodnju T4,



T3 i TSH mogao bi ukazati na mehanizam regulisanja proizvodnje ovih hormona
odnosno aktivnosti dejodinaze 1 i 2 kao i povratni utical na aktivnost ostalih

selenoenzima.



2. Pregled literature

2.1. Metabolizam selena

Gotovo 200 godina nakon otkrica selena moze se reCi da ovaj esencijalni
mikroelement ima neprocenljivu vaznost za Zivi svet jer ulazi u sastav mocnih
antioksidativnih enzima kao Sto su glutation peroksidaza i tioredoksin reduktaza,
prevenira pojavu kancera (Combs i Lu, 2001), kardiovaskularnih bolesti (Rayman,
2002; Mihajlovi¢ i sar., 2003; Beckett i sar., 2004), a takode je neophodan za optimalno
funkcionisanje endokrinog i imunskog sistema (McKenzie i sar., 2002; Arthur i sar.,
2003).

2.1.1. Selen u hrani i njegova resorpcija

Glavni izvor selena za Zivotinje predstavljaju biljna hraniva u kojima se ovaj
mikroelement najceSce nalazi u obliku selenometionina i selenocisteina. Nivo selena u
biljkama zavisi od koliCine selena u zemljiStu u kojem je zastupljen u vidu neorganskih
soli i to selenita, selenata i selenida (Whanger, 2002). S obzirom na to da su pojedina
podrucja izrazito deficitna selenom i da hrana poreklom iz tih podrucja sadrzi
nedovoljne koli€ine selena, on se u hranu moZe dodavati u vidu suplemenata kao $to su

natrijum selenit, selenizirani kvasac i selenometionin.

Selen se ne resorbuje u Zelucu visih ki€menjaka (Whanger i sar., 1976). Selenit i
selenometionin se resorbuju u tankom crevu pri ¢emu je resorpcija nesto intenzivnija u
duodenumu. Pri resorpciji selenita, redukovani glutation (GSH) iz lumena creva
neenzimski reaguje sa selenom formirajuéi selenodiglutation. Nastalo jedinjenje u

enterocite unosi y-glutamil transferaza (Anundi i sar,, 1984).

Selenat se resorbuje u ileumu aktivnim kotransportom zajedno sa jonima
natrijuma (Wolfram, 1999). Povecanje koli€ine selenita ne utiCe na resorpciju selenata
Sto ukazuje na postojanje posebnih transportnih mehanizma za ova dva oblika selena
(Wolframi sar., 1985).

McConnell i Cho (1965) su koristeCi izvrnute crevne kese hrcka utvrdili da se
selenometionin resorbuje suprotno svom gradijentu i da se ovg proces inhibira

povecanjem koncentracije L-metionina. Na osnovu svojih nalaza su zakljuCili da je



transportni mehanizam za ove dve aminokiseline isti, odnosno da se one resorbuju

mehanizmom aktivnog transporta preko istih nosaca.

Whanger i saradnici (1996) su koriste¢i model perfuzije kroz tanka creva pacova
proucavali transfer selenita, selenata i selenometionina do vaskularne strane enterocita.
Selenometionin je 2,4, a selenat 1,5 puta brZe transportovan u odnosu na selenit. Osim
toga, postojale su znaCajne razlike u metabolitima pronadenim na vaskularnoj strani
enterocita. Kada je davan selen u obliku selenita, na vaskularnoj strani enterocita se
naSlo svega 14% selenita. Pronadeni su jo$ i selenodicistein (10%), selenotrisulfid
(14%), selenodiglutation (8%) i neidentifikovane komponente (14%) od ukupno
resorbovanog selenita. Selenat je gotovo nepromenjen transportovan do bazalne
membrane (89%), a slicno njemu i selenometionin. Ovo je ukazalo na vrlo izrazen
metabolizam selenita u samim enterocitima, a samim tim je postalo diskutabilno koliko

je efikasno njegovo dodavanje u hranu (Surai, 2006).

2.1.2. Transport selena
Postoje bitne razlike u metabolizmu neorganskog (natrijum selenit, selenat i

selenid) i organskog (selenometionin i selenocistein) selena

Jos davne 1976. godine su Gasiewicz i Smith uoCili da proteini krvne plazme ne
vezuju selenit ukoliko se u medijum ne dodau eritrociti. Ovaj efekat su potvrdili i
mnogi drugi autori (Jenkins i Hidiroglou, 1972; Sandholm, 1975). Nakon resorpcije,
selenit preuzimaju eritrociti preko band-3 proteina (Yang i sar., 1996), a zatim redukuju
u selenid pomocu glutationa. Po izlasku iz eritrocita, selenid se vezuje za albumine
(Shiobara i sar., 1998) i transportuje do jetre. Shigeta i saradnici (2008) su ispitujuci
distribuciju i raspodelu radioaktivnog selenita (¥Se0s*) otkrili vrh Se-albumina i
citosolne glutation peroksidaze ve¢ nakon 1 sata od aplikacije dok je najveca
koncentracija selenoproteina P uoCena 6 sati nakon aplikacije. Pomenuti selenoprotein P
je protein krvne plazme koji je zaduZen za transport selena od jetre do ostalih tkiva, au
zavisnosti od Zivotinjske vrste sadrzi 8-17 rezidua selenocisteina (Burk i Hill, 2005).
Ostgje ngjasno koje su njegove rezidue selenocisteina funkcionalne, a koje predaje

tkivima.



Za razliku od selenita, selenat ne ulazi u eritrocite ve¢ preko transportnog
sistema za fosfat ulazi u hepatocite gde se redukuje u selenit, a zatim u selenid i
ugraduje u selenoprotein P (Kobayashi i sar., 2001). Veci deo neorganskog selena biva

eliminisan fecesom kod preZivara, a urinom kod neprezivara (Wolfram, 1999).

Organski selen, najcesCe zastupljen kao selenometionin (SeMet), metaboliSe se
kao i metionin (Wolfram, 1999). Nakon resorpcije on ulazi u aminokiselinski pul jer se

nespecifitno, umesto metionina, mozZe ugradivati u razliCite proteine.

2.2. Selenoproteini

Za razliku od drugih proteina u Ciji sastav metali ulaze kao kofaktori, selen se u
proteine ugraduje kao selenocistein. Grupa proteina koja u svom sastavu ima
selenocistein kao integralni funkcionalni deo polipeptida nazivaju se selenoproteini.
Pored selenoproteina postoje i proteini koji sadrze nespecificno ugraden selen, kao i
selen-vezujuci proteini gde je on kofaktor. Nespecificno vezivanje selena u polipeptid je
posledica nemogucnosti razlikovanja tRNK za metionin i selenometionin te se prakti¢no
selenometionin ugraduje u polipeptid umesto metionina. Nije jasna fizioloSka uloga

ovakve ugradnje selenometionina u proteine (Papp i sar., 2007).

Do sada su identifikovana dva selen vezujuca proteina: SLP-14 i SLP-56.
Njihove funkcije se povezuju sa regulacijom cCelijskog rasta (Giometti i sar., 2000),
detoksikacionim procesima (Pumford i sar., 1992), transportom proteina unutar Goldzi
kompleksa (Porat i sar., 2000), starenjem (Cho i sar., 2003) i metabolizmom lipida (Park
i sar., 2004).

Kod ljudi i glodara je identifikovano preko 20 vrsta selenoproteina. Neki od njih
imaju slicne funkcije u organizmu, ali su kodirani sa nekoliko razliCitih gena kao Sto su
glutation peroksidaze (5), tioredoksin reduktaze (3), jodotironin deodinaze (3),
selenofosfat sintetaze (2), Sepl5, SelH, Sdl, SelK, SelM, SelN, SelO, SelP, SaR, SdS,
SelT, SelV i SelW. Samo nekolicini od ovih proteina je poznata fizioloSka uloga i to
tioredoksin reduktazama, glutation peroksidazama, dgjodinazamai SPS2 i sve su vezane
za procese oksidoredukcije. Svi do sad identifikovani selenoproteini prikazani su u
tabeli 2.1.



Tabela 2.1. Selenoproteini, njihova distribucija u organizmu i funkcije (Pappas i sar.,

2008)

Enzim/protein
Glutation peroksidaze
Citosolna

Plazmatska

Gastrointestinalna
Fosfolipid hidroperoksid
glutation peroksidaza

Glutation peroksidaza

Tioredoksin reduktaze
Tioredoksin reduktaza 1

Tioredoksin reduktaza 2
Tioredoksin reduktaza 3

Jodotironin dejodinaze
Dejodinaza 1
Dejodinaza 2

Dejodinaza 3

Selenofosfat sintetaza
15-kDaselenoprotein
Selenoprotein H

Selenoprotein |
Selenoprotein K
Selenoprotein M

Selenoprotein N
Selenoprotein O
Selenoprotein P
Selenoprotein R

Selenoprotein S

Selenoprotein T
Selenoprotein V
Selenoprotein W

Skracéenica

cGPx, GPx-1
pGPx, GPx-3

GI-GPx,GPx-2
GPx-4

GPx-6

TRxR1
TRxR2
TRXR3

ID1
ID2

ID3

SPS2
Sel 15
Sel H

Sel |
Sel K
Sel M

Sel N
Sel O
Sel P
Sel R

Sel S

Sel T
Sel vV
Sel W

2.2.1. Glutation peroksidaze

Funkcija u organizmu

Antioksidativna zaStita
Antioksidativna zastita

Antioksidativna zaStita
Antioksidativna zastita

Antioksidativna zaStita

Deo tioredoksin sistema, antioksidativna
zadtita, redoks regulacija, celijska signalizacija
Deo tioredoksin sistema, antioksidativna
zadtita, redoks regulacija, ¢elijska signalizacija
Deo tioredoksin sistema, antioksidativna
zadtita, redoks regulacija, Celijska signalizacija

KonverzijaT4uT3i T4urT3
KonverzijaT4u T3

KonverzijaT4urT3

Sinteza selenofosfata
Celijska apoptoza
Nepoznata, verovatno u regulaciji gena
odgovornih za sintezu glutationa
Etanolaminfosfotransferazna aktivnost
Antioksidativna zastita

Vezana za Sel 15, moguca uloga u etiologiji
kancera

Nepoznata
Transport selena, antioksidativna zastita

Redukcija oksidovanog metionina u ostecenim
proteinima

Celijska redoks ravnoteza, moguéa uloga u
imunskom odgovoru

Homeostaza Ca®*, neuroendokrina sekrecija

Nepoznata, moguca u redoks regulaciji

Antioksidativna zaStita

Tkivo, Celija

Gotovo sva tkiva i ¢elije

Ekstracelularni prostor,
plazma
GIT

Cel. membrana, razna tkiva

Olfaktorna sluzokoza,
embrionskatkiva

Citoplazma, jetra, srce,
bubrezi
Mitohondrije, jetra, bubrezi

Testisi

Jetra, bubrezi, Stitasta Zlezda

Jetra, bubrezi, Stitasta
Zlezda, mrko masno tkivo
Placenta, mozak, koza

Testisi, raznatkiva
ER,T limfociti, raznatkiva

Kardiomiociti
Mozak, raznatkiva

ER
Siroko rasprostranjen

Plazma, mnogatkiva
Citosol, jedro

ER

Ubikvitaran
Testisi

Srcei drugatkiva

Glutation peroksidaza je prvi protein sisara za koji je pokazano da u katalitickom

centru ima ugraden selen u obliku selenocisteina (Forstrom i sar., 1978). Ovaj enzim

katalizuje redukciju vodonik peroksida i organskih hidroperoksida Stite¢i Celiju od

oksidativih oStecenja. Kod ljudi je identifikovano sedam glutation peroksidaza od Cega

su pet selenoenzimi, a dve umesto selenocisteina imau cistein. Familiji glutation



peroksidaza pripadaju: citosolna glutation peroksidaza (cGPx ili GPx1) za koju je Flohe
sa saradnicima (1973) utvrdio da ne sadrzi hem niti bilo koji drugi metal osim selena;
gastrointestinalna GPx (GI-GPx ili GPx2) koju su opisali Wingler i Brigelius-Flohe
(1999); glutation peroksidaza krvne plazme (pGPx ili GPx3) Ciju su primarnu strukturu
opisai Takahashi i saradnici 1990. godine; fosfolipid hidroperoksid glutation
peroksidaza (PHGPx ili GPx4) (Thomas i Girotti, 1988) i glutation peroksidaza 6
(GPx6) koja je pronadena u olfaktornom epitelu i u tkivima embriona (Kryukov i sar.,
2003). Relativne molekulske mase su im prilicno ujednacene. U sastav enzima ulaze
Cetiri identiCne subjedinice, a svaka od njih u katalitickom centru sadrZzi atom selena
ugraden u selenocistein. Subjedinica GPx se sastoji od 198 aminokiselina, a
selenocistein je po redosledu 45. aminokiselina (Ginzler i sar., 1984). Mehanizam

redukcije uz pomo¢ GPx je prikazan na slici 2.1.

VN e -(_GPx »Se
NADPH+H+  ( GR | \/ \ (
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I I i Sl
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Slika 2.1. Mehanizam redukcije uz pomo¢ GPx.

Glutation peroksidaza 1 (GPx1) je enzim citoplazme koji redukuje vodonik
peroksid i perokside slobodnih masnih kiselina. Gen GPx1 je prvi gen sisara za koji je
pokazano da polozaj UGA odgovara mestu selenocisteina u katalitickom centru proteina
(Chambersi sar., 1986). Nedugo zatim je utvrdeno da tRNK koja ugraduje Sec ima anti-
kodon komplementaran sa UGA (Leinfelder i sar., 1988). Genetski modifikovani misevi
koji nemaju ova] enzim su zdravi i plodni i u odnosu na divlje sorte ne pokazuju
povecanu senzitivnost na hiperoksiju, $to znaci da je uloga ovog enzima u fizioloskim
uslovima i normalnom razvicu ograni¢ena (Ho i sar., 1997). Ipak, kada su ovi miSevi
bili izloZeni agensima koji izazivaju oksidativni stres kao Sto su vodonik peroksid i
parakvat, bili su povecani i morbiditet i mortalitet (de Haan i sar., 1998). Cheng i
saradnici (1998, 1999, 2003) smatrgu da GPx1 ima veliku ulogu pri oksidativhom
stresu izazvanom vodonik peroksidom i da ovaj efekat postiZze spreCavanjem oksidacije

NADPH, NADH, lipida i proteina. Dokazano je da je ova peroksidaza vrlo vazna u



zastiti od virusne infekcije Sto je uoCeno kod knockout miSeva kod kojih se razvila
kardiomiopatija slicna Kesanskoj bolesti kod ljudi zarazenih Coxsackie virusom (Beck i
sar., 1998). Ova peroksidaza je vrlo osetljiva na promene statusa selena pri ¢emu kod
selendeficitnih jedinki pada nivo iRNK i samog proteina. Regulacija transkripcije GPx1
nije u potpunosti rasvetljena. Promoter gena sadrzZi element za odgovor na kiseonik
(oxygen responsive element-ORE) i neki tipovi ¢elija poveéavaju transkripciju iRNK za
GPx1 kao odgovor na hiperoksiju. 1zolovan je i ORE vezujuci protein (ORE binding
protein-OREBP) koji je i sam regulisan parcijalnim pritiskom kiseonika. lako je
pozitivna regulacija GPx1 uoCena i sa estrogenima, na samom genu nije dokazano
prisustvo elementa za odgovor na estrogen. Pretpostavlja se da je dejstvo estradiola
posredno, preko aktivacije jedarnog faktora kapa B (NFkB). Neka izuCavanja su
potvrdila da se u uslovima stresa kao $to su hipoksija, oStecenje DNK izazvano
radijacijom ili adriamicinom, za promotor GPx1 gena vezuje protein 53 (p53) (Habeos i
sar., 2008).

Glutation peroksidaza 2 (GPx2) je pronadena u epitelu gastrointestinalnog
trakta, a struktura joj je slicna sa GPx1 (Wingler i Brigelius-Flohe, 1999). lako se nalazi
u svim cCelijama epitela creva, najvise je zastupljena u kriptama te su Florian i sar.
(2001) ukazali na mogucéu ulogu ovog enzima kod Celija koje su u proliferaciji. MiSevi
kod kojih je genskom modifikacijom sprecena sinteza GPx2 su normalno razvijeni, ali
kombinacija nedostatka i GPx1 i GPx2 dovodi do zaostganja u razvoju kao i
bakterijskih infekcija creva Sto dovodi do razvoja tumora ileuma (Esworthy i sar., 2001;
Chu i sar., 2004). Smatra se da je antikancerogena uloga GPx2 vezana za metabolisanje
vodonik peroksida nastalog usled inflamacije (Esworthy i sar., 2005). Koliko je GPx2
vazan moze se zakljuciti i iz Cinjenice da pri deficitu selena koli¢ina njene iIRNK ne
opada, a da se pri repleciji selenom ovaj enzim mnogo brze sintetiSe u odnosu na ostale
selenoproteine. Na promoteru GPx2 gena se nalazi element za odgovor na antioksidante
i elektrofile (antioxidant/electrophile responce element-ARE/EpRE), a takode se moZe
vezati i Nrf2/Keapl sistem (nuclear factor E2-related factor2/ Klech-like ECH
associating protein 1) koji kontroliSe ekspresiju nekoliko gena kao odgovor na
oksidativni stres.

Glutation peroksidaza 3 (GPx3) je jedini enzim iz familije glutation peroksidaza

koji se lu€i u meducelijski prostor. Supstrat za ovaj enzim su vodonik peroksid,



hidroperoksidi masnih kiselina, fosfolipidni hidroperoksidi, a ima znaCajnu ulogu u
antioksidativnim procesima u krvnoj plazmi (Brigelius-Flohe, 1999). Kako aktivnost
ovog enzima opada i do 99% u slucaju deficita selena, GPx3 se Siroko koristi u proceni
statusa selena. Takode, posto se povecana aktivnost javlja kod nekih subtipova tumora
jainika (Hough i sar., 2001), moZe se Koristiti kao biomarker. Glavni izvor
ekstracelularne GPx su bubrezi, a sintetisu je epitelne éelije proksimalnih tubula nefrona
i parietalne Celije Boumanove kapsule (Yoshimura i sar., 1991). Informaciona RNK
ovog enzima je nadena i u srcu (Hoffmann i sar., 2007), Stitastoj zlezdi (Schmutzler i
sar., 2007), a smatra se da GPx3 sluzi kao lokalni ekstracelularni antioksidans. lako
reakcije koje katalizuje ovg] enzim u in vivo uslovima nisu sasvim rasvetljene, studije u
in vitro uslovima ukazuju da pri dodavanju glutationa, tioredoksina ili glutaredoksina
dolazi do redukcije vodonik peroksida (Bjornstedt i sar., 1994). Freedman i sar. (1996)
su uocCili vaznu ulogu GPx3 u regulisanju bioraspolozivosti azot oksida (NO) kojeg
proizvode trombociti i endotelne Celije. Azot oksid aktivira gvanilil ciklazu, inhibira
fosfoinozitol 3 kinazu i inhibira ciklooksigenazu 1 te ima vaznu ulogu u ograni¢avanju
aktivacije, adhezije i agregacije trombocita. U uslovima smanjene aktivnosti glutation
peroksidaze, lipidni hidroperoksidi se ne redukuju u odgovarajuée alkohole veé reaguju
sa azot oksidom (NO) i smanjuju njegovu koncentraciju. Smanjena koncentracija NO
dovodi do hiperreaktivnosti trombocita i pove¢ava mogucénost nastanka trombocitoze. U
in vitro uslovima hipoksija predstavlja snazan regulator transkripcije GPx3. Nedavha
istrazivanja su pokazala da ekspresija GPx3 gena u hipotalamusu miSeva zavisi od

stimulacije receptora za estrogen a u masnom tkivu (Lundholm i sar., 2008).

Glutation peroksidaza 4 (GPx4) za razliku od ostalih GPx, moze direktno da
redukuje fosfolipidne i holesterol hidroperokside koristeci elektrone iz tiolnih grupa
samog proteina kao i od glutationa (Imai i Nakagawa, 2003). Ova peroksidaza je
zastupljena u citosolu, mitohondrijama, ¢ak i u jedru celija razlicitih tkiva. Nedostatak
enzima dovodi do smrti embriona (Imai i sar., 2003), a smanjena aktivnost uzrokuje
povecanu osetljivost na oksidativni stres izazvan y zraCenjem, parakvatom, tercijalnim
butilhidroperoksidom i vodonik peroksidom (Yant i sar., 2003). Ovaj enzim takode
ucestvuje u sazrevanju spermatozoida. U spermatidama se nalazi kao solubilni enzim
koji prolazi oksidativnu polimerizaciju formirajuci strukturnu osnovu mitohondrijalne

kapsule zrelih spermatozoida (Ursini i sar., 1999). Jedarna izoforma GPx4 deluje kao
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protein tiol peroksidaza te ima ulogu u kondenzaciji hromatina i njegovoj strukturnoj
stabilnosti u spermatozoidima (Conrad i sar., 2005). IzuCavanja vrSena na pacovima su
ukazala na povezanost nivoa selena i plodnosti muzijaka (Olson i sar, 2004). Petrujkic
(2010), na osnovu rezultata istrazivanja izvedenih na nerastovima, takode zakljucuje da
selen ima pozitivan efekat na koncentraciju i pokretljivost spermatozoida. Smanjena
aktivnost ovog enzima snizilaje motilitet i vijabilnost spermatozoidaljudi (Forestai sar,
2002).

2.2.2. Tioredoksin reduktaze

Enzimi tioredoksin reduktaze (TrxR) zajedno sa tioredoksinom i NADPH Cine
tioredoksin sistem koji je najveci Celijski redoks sistem zastupljen kod svih organizama.
Tioredoksin reduktaze kod sisara imaju razne uloge, a izmedu ostalog, kontroliSu
funkciju centralnog redoks molekula tioredoksina, a mogu i sami direktno da redukuju
nekoliko substrata. Sadrze FAD domen, domen za vezivanje NADPH, medufazni
domen, a pretposlednji domen je neophodan za enzimsku aktivnost i sadrzi reziduu
selenocisteina (Zhong i Holmgren, 2000). Aktivni centar na N-terminalnom krau je
identiCan aktivnom centru glutation reduktaze. On poseduje Cis-x-x-X-X-Cis motiv koji
vrsi transfer elektrona na aktivno mesto C-terminalnog kraja (Zhong i sar., 2000).
Redukcija substrata se odigrava transferom elektrona sa NADPH na FAD pri ¢emu se
koriste aktivno mesto N-terminalnog krgja i aktivno mesto na C-terminalnom kraju

naspramne subjedinice u kojoj se nalazi selenocistein (Biterovai sar., 2005).

5 : o _ _
TR ~ Makromolekuli  -Proteini sa tioredoksin suprasekundarnim sklopom: Trx,
E{“DF’H * Ea PDI, CaBP1, CaBP2, ostali ¢lanovi familije PDI
- Proteini sa glutaredoksin  suprasekundarnim sklopom:
hGrx2
-Ostali proteini: NK lizin
NADP* TR &H / ) Mali molekuli -Jedinjenja sa sumporom: lipoicna kiselina, DTNB,
Sa 4 H* GSNO...

-Jedinjenja sa selenom: selenit, selendiglutation, ebselen,
metilseleninat, selenocistein

-Jedinjenja povezana sa semihinonom: vitamin K,
dehidroaskorbat, miricetin, hinon...

Slika 2.2. Redukcijarazli€itih molekula pomocu tioredoksin reduktaze.
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Do sadajeidentifikovano 3 tioredoksin reduktaze i to citosolna TrxR1 (Tamurai
Stadtman, 1996), mitohondrijalna TrxR2 (Miranda-Vizuete i sar., 1999; Lee i sar.,
1999) i TrxR3 iz testisa (Sun i sar., 2001). Ovo je za sada jedina poznata grupa enzima
koja katalizuje NADPH zavisnu redukciju oksidovanog tioredoksina, te su mnogi
Celijski procesi vezani za aktivnost ovog enzima (Slika 2.2.). Tioredoksin sistem
katalizuje redukciju disulfida u proteinima kao Sto su ribonukleotid reduktaza koja je
neophodna za sintezu dezoksiribonukleotida (Holmgren, 1989); tioredoksin peroksidaza
koja je vazna u odbrani éelija od oksidativnog stresa (Rhee i sar., 2005); protein disulfid
izomeraza-PDI koja katalizije formiranje disulfida proteina u endoplazmatskom
retikulumu (Lundstrom i Holmgren, 1990); NK-lizin koji je antibakterijski polipeptid T
limfocita (Anderssoni sar., 1996).

Tioredoksin sistem ima centralnu ulogu u regulaciji ekspresije gena putem
redoks kontrole transkripcionih faktora NF-kB, Ref-1, AP-1, p53, glukokortikoidnih
receptora i enzima apoptoza regulatorne kinaze te indirektno uti¢e na proliferaciju

Celija, Celijsku smrt i aktivaciju imunskog odgovora (Rundlof i Arner, 2004).

Pored makromolekula, TrxR moZe redukovati i male molekule kao $to su DTNB
(5,5’ ditionitrobenzoeva kiselina) Sto se i koristi prilikom utvrdivanja aktivnosti ovog
enzima, zatim vitamin K, aloksan (Holmgren i Lyckeborg, 1980), dehidroaskorbat (May
i sar., 1998). Tioredoksin reduktaza moZe redukovati i S-nitrozoglutation koji nastaje od
azot(ll)oksida, vaznog molekula za redoks signalizaciju, i glutationa pri ¢emu se
oslobada NO' koji moZe inaktivirati redukciju disulfida (Nikitovi¢ i Holmgren, 1996).
Substrati za ovaj enzim takode mogu biti selenit (Kumar i sar., 1992), selenodiglutation
(Bjornstedt 1 sar., 1992), metilseleninat, selenocistein i ebseden (Zhao i sar., 2002).
Selenodiglutation i selenit se metaboliSu u vodonik selenid koji je donor selena prilikom
sinteze selenocisteina te ovaj enzim ima vaznu ulogu u kontroli sinteze selenoproteina
(Ganther, 1999).

TrxR moZe i direktno da redukuje lipidne hidroperokside (Bjornstedt i sar.,
1995) i vodonik peroksid, a prisustvo selenocisteina i ebselena ima pozitivan uticgy na
ovagj proces (Zhaoi sar., 2002).

Veza izmedu suplementacije selena i ekspresije TrxR je kompleksna i zavisi od
izvora selena kao i od tipa Celija odnosno tkiva (Arner, 2009). Deficit selena smanjuje
aktivnost TrxR u jetri i bubrezima dok je u mozgu ona ocCuvana (Hill i sar., 1997).

12



2.2.3. Jodotironin degodinaze

Dejodinaze ucestvuju u aktivaciji ili deaktivaciji tireoidnih hormona. Enzimska
familija jodotironin dejodinaza obuhvata tri enzima. Jodotironin dejodinaza tip 1 (ID1)
aktivira prohormon T4 u aktivni T3 degodinacijom spoljnog prstena tiroksina. Ovag
proces moze katalizovati i dejodinaza tipa 2 (ID2). Deaktivaciju tiroksinai trijodtironina
katalizuje dejodinaza 3 (ID3), dejodinacijom unutrasnjeg prstena.

Detaljniji prikaz grade i funkcije ovih enzima i uloge u homeostazi tireoidnih
hormona dat je u podpoglavlju 2.4.2.

2.2.4. Ostali selenoproteini

Selenoprotein H ima relativnu molekulsku masu od 14 000. KatalitiCki centar sadrzi
Cis-x-x-Sec motiv pri ¢emu je sa X oznaCena bilo koja aminokiselina. Nalazi se u
mnogim tkivima. Tokom deficita selena drasticno opada nivo iRNK ovog proteina
(Sundei sar., 2008). Selenoprotein H je lokalizovan u jedru, a studije pokazuju da se on
moZe vezati za DNK kao odgovor na redoks status, da reguliSe ekspresiju gena enzima
koji uCestvuju u de novo sintezi glutationa i da ucestvuje u drugoj fazi detoksikacije kao

odgovor naredoks status (Paneei sar., 2007).

Selenoprotein | je kod ljudi zastupljen u raznim tkivima. Za ova protein se do skora
nije znala funkcija sve dok nije utvrdeno da poseduje sekvencu homolognu sekvenci

enzima koji u€estvuju u sintezi fosfolipida (Horibata i Hirabayashi, 2007).

Selenoprotein K je mali protein sa relativnom molekulskom masom od 16 000.
Smesten je u membrani endoplazmatskog retikuluma (Lu i sar., 2006). Kod miSeva se u
vecoj meri nalazi u slezini i testisima (Hoffmann i sar., 2007), a kod ljudi u srcu (Lu i
sar., 2006). Prekomerna ekspresija u kardiomiocitima smanjuje nivo slobodnih radikala,

ali se ne zna taCan mehanizam ovog procesa.

Selenoprotein M i Sep 15 su smesteni u endoplazmatskom retikulumu, a imaju oko

30% identi¢nu sekvencu (Labunskyy i sar., 2007). S obzirom na to da imaju sekvence
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homol ogne sekvencama disulfid izomeraza, Ferguson i saradnici (2006) pretpostavljgju
daovadva proteinaimaju funkcije tiol-disulfid oksidoreduktaza.

Selenoprotein N je transmembranski protein sa relativnom molekulskom masom od 70
mozgu, pluéima i placenti (Moghadaszadeh i sar., 2001). Mutacije gena za
selenoprotein N dovode do nekoliko poremecaja u misi¢ima zajednic¢ki oznaCenih kao
SEPN1 miopatije.

Selenoprotein O jeidentifikovan pre nekoliko godina (Kryukov i sar., 2003), ali se jos
uvek pouzdano ne zna ni distribucija u tkivima, ni subcelularna lokalizacija kao ni
fiziolosSka uloga.

Selenoprotein P za razliku od ostalih selenoproteina, sadrzi u polipeptidnom lancu
nekoliko rezidua selenocisteina. lako DNK za selP sadrzi 10 UGA kodona, sam peptidni
lanac u cirkulaciji ima manje od 10 rezidua Sec (Burk i Hill, 2005). Visok sadrZaj
selena u selenoproteinu P ukazuje na njegovu ulogu u transportu selena. Za ova) protein
je vezano 40-50% selena krvne plazme, a Schomburg i saradnici (2003) i Schweizer i
saradnici (2005) na miSevima dokazuju esencijalnu ulogu selenoproteina P u transportu
selena. Tkiva koja su najvise pogodena usled nedostatka ovog proteina su mozak i
testisi Sto su Hill i sar. (2003) i Renko i sar. (2008) potvrdili na knockout miSevima.
Kada je SelP knockout miSevima injekciono dodavan obeleZeni selen, zapaZzen je
smanjeni nivo selena u mozgu i testisima, a poveéan u jetri, na osnovu Cega je
zakljuCeno da se selen vezuje za selenoprotein P u jetri, sekretuje i dalje distribuira
tkivima. Novija istraZivanja sa intravenskom aplikacijom obeleZenog selena su pokazala
da se 1-6 sati nakon ubrizgavanja selena povecavaju koncentracije albumina i GPx3, a
da je 6-72 Casa nakon aplikacije selen vezan za selenoprotein P (Shigeta i sar., 2008).
lako venska aplikacija ne ocrtava u pravoj meri unos selena hranom, ovi rezultati idu u
prilog teoriji da je transport selena izmedu tkiva u najvecoj meri zavistan od ovog
selenoproteina. Pored ovoga, i prisustvo receptora ApoER2 za unos Sel P u celije
mozga (Valentine i sar., 2008) i testisa (Olson i sar., 2007) potvrduje ulogu ovog
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proteina kao transportera. Megalin, lipoproteinski receptor lokalizovan u epitelu
proksimalnih tubula bubrega, odgovoran je za reapsorpciju Sel P iz primarne mokrace
(Olson i sar., 2008). Selenoprotein P nema samo ulogu transportera selena, a na to
ukazuje prisustvo razliCitih domena sa aktivnoS¢u glutation peroksidaze, kao i za

vezivanje heparinai kompleksiranje teSkih metala (Burk i Hill, 2005).

Selenoprotein R jejedini enzim iz familije sulfoksid reduktaza koji ima selenocistein u
aktivnom mestu-ostali imaju cistein. Nalazi se u mnogim tkivima, a najvise je zastupljen
u jetri i bubrezima (Fomenko i sar., 2008). Smatra se da kod ljudi ovaj protein Stiti od
neurodegenerativnih procesa (Hansel i sar., 2005) i oksidativnih oSteCenja tokom
starenja (Stadtman, 2006).

Selenoprotein S je transmembranski protein lokalizovan u endoplazmatskom
retikulumu u raznim tkivima (Ye i sar., 2004). Smatra se da ima ulogu u uklanjanju
proteina iz lumena ER radi njihove razgradnje (Gao i sar., 2004) kao i u zastiti Celije od
oksidativnih oStecenja (Gao i sar., 2007). Ekspresija ovog proteina je modulirana

metabolizmom glukoze (Gao i sar., 2004).

Selenoprotein T je eksprimiran i tokom embrionalnog razvic¢a i kod adultnih pacova u
mnogim tkivima, verovatno u endoplazmatskom retikulumu (Grumolato i sar., 2008).
Pripada subfamiliji selenoproteina koji imaju sekvencu slicnu tioredoksinu i Cis-x-X-
Sec motiv.

Selenoprotein V je eksprimiran u testisima, a funkcija je joS uvek nepoznata. S obzirom
na postojanje sekvence slicne sekvenci tioredoksina kao i prosustvo Cis-x-x-Sec motiva,

pretpostavlja se daima ulogu u redoks reakcijama (Dikiy i sar., 2007).

Selenoprotein W takode pripada subfamiliji selenoproteina koji imaju sekvencu slicnu
tioredoksinu i Cis-x-x-Sec motiv, zajedno saSel T, Sel H i Sel V. Ima malu relativnu
molekulsku masu od 9 500, a zastupljen je u razli¢itim tkivima (Gu i sar., 2000).

Reaguj e sa glutationom te se smatra da ima antioksidativnu ulogu u ¢elijama (Beilstein i
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sar., 1996). Nivo iRNK ovog proteina u velikoj meri zavisi od nivoa selena kao i od
nivoa selenoproteina P (Sundei sar., 2008; Hoffmann i sar., 2007).

Selenofosfat sintetaza 2 (SPS2) uCestvuje u biosintezi selenoproteina jer katalizuje
prenos i ugradnju monoselenofosfata u sec-tRNK (detaljnije objaSnjenje je dato u
slede¢em poglavlju). Na taj nain ovaj selenoprotein vrsi autoregulaciju sopstvene
sinteze kao i regulaciju svih ostalih selenoproteina (Guimares i sar., 1996). Na éelijskim
linijjama fibroblasta miSeva je dokazano da je ovaj protein neophodan za sintezu
selenoproteina (Xu i sar., 2007a). Kod miSeva deficitnih u selenoproteinu P uocen je
povecan nivo SPS2 iRNK dok je nivo svih ostalih iRNK selenoproteina u mozgu i
testisima bio smanjen te su Hoffmann i saradnici (2007) zakljucili da bi ovo mogao biti
kompenzatorni mehanizam koji se javlja usled deficita selena u tkivima.

2.3. Sinteza selenoproteina

Sinteza selenoproteina je evolucijski konzerviran proces. Pronadene su velike
razlike u mehanizmu sinteze selenoproteina izmedu prokariota i eukariota, ali su zasve
zajedniCki UGA-Sec kodon, specificna tRNK, SECIS element i nekoliko drugih faktora.
Selenocistein je dvadesetprva genetski kodirana aminokiselina, pri ¢emu se UGA
kodon, inaCe definisan kao STOP kodon i odgovoran za terminaciju translacije, oCitava
kao kodon za ugradnju selenocisteina.

2.3.1. Mehanizam biosinteze selenocisteina

Selenocistein (Sec) je aminokiselina koja se kotranslatorno ugraduje u protein, a
za razliku od ostalih aminokiselina, njegova sinteza se odvija na samoj tRNK (Lee i
sar., 1989). Genom sisara sadrZzi samo jednu kopiju gena koji kodira dve Sec tRNK
izoforme. Molekul sadrZi 90 nukleotida sa 4 modifikovane baze (Itoh i sar., 2009). Ova
dva tipa sekundarne strukture tRNK se oznaCavaju kao 7/5 (7 parova baza na
akceptorskom kraku i 5 parova baza na T kraku) i 9/4. Prilikom aminoacilacije, tj.
vezivanja aminokiseline, za ovu tRNK se primarno vezuje serin uz kataliticku aktivnost
seril-tRNK  sintetaze (Slika 2.3.). Nastali seril-tRNK je prekursor za sintezu
selenocisteil-tRNK. Seril-tRNK se aktivira pomoc¢u fosfoseril tRNK kinaze (PSTK) u
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fosfoseril-tRNK. Fosfoseril-tRNK je substrat za selenocistein sintazu (SecS). Ovg
enzim pripada superfamiliji piridoksal-fosfat zavisnih transferaza (Jeffrey i Berry, 2008)
i defosforiliSe O-fosfoseril-tRNK uz prenos monoselenofosfata na tRNK pri ¢emu se
formira selenocisteil-tRNK (Sec-tRNK). Nedavno je otkriveno da i SLA protein
(solubile liver antigen) ima ulogu u sintezi selenocisteina i da se vezuje zaedno sa
SECp43 za Sec-tRNK formirajuci kompleks. SECp43 je neophodan za metilaciju 2'-
hidroksiribozila na wobble poziciji tRNK. Na osnovu subcelularne lokalizacije ovog
molekula pretpostavlja se daima ulogu u kretanju Sec-tRNK izmedu jedra i citoplazme
(Xui sar., 2005, 2007b).

Monoselenofosfat je aktivna forma selena koji nastaje od selenida uz uceSce
ATP-a(Glassi sar., 1993). Enzim koji katalizuje ovu reakciju kod sisara je selenof osfat
sintetaza 2 (SPS2) koja je i sama selenoprotein te se pretpostavlja da autoregulacijom

sopstvene sinteze reguliSe i sintezu ostalih selenoproteina (Guimaraes i sar., 1996).

@

Sep AMP +Pi
mpoppu PPl
tRNK

Slika 2.3. Sinteza selenocisteina na samoj tRNK (objasnjenje dato u tekstu).
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2.3.2. Mehanizam ugradnje selenocisteina u polipeptidni lanac selenoproteina

Da bi se UGA kodon ’procitao’ kao kodon za ugradnju selenocisteina, pored
specificne tRNK neophodan je i takozvani SECIS element. On se nalazi na 3’
netranslatornom regionu (UTR) iRNK za odgovarajuci selenoprotein i po nekoliko
hiljada nukleotida udaljen od UGA kodona, (Berry i sar., 1991). SECIS element ima
oblik ukosnice i mogu ga sacinjavati razliciti nukleotidi, ali postoje visoko-konzervirani
delovi kao $to su dve nesparene AA rezidue na apikalnoj petlji ukosnice (ili CC na
SECIS elementu za selenoprotein M i selenoprotein O), AGUA(G) na 5’ i GA na 3’
kraju u bazi formacije. Izmedu ovih nukleotida je uoCeno nestandardno A-G i G-A
sparivanje (Walczak i sar, 1998). Slicno nestandardno sparivanje baza uoceno je na
mestima RNK koja sluZze za vezivanje odgovarajuih RNK-vezujucih proteina. Ova
forma SECIS elementa je zapaZena kod glutation peroksidaza (GPx) i degjodinaze tipa 1

(ID1). Kod dgjodinazatipa2i 3 (ID2i ID3), SECIS element ima dodatnu petlju (Slika
2.4.B).

A B _ Apikalna
f 1 o y
c A c A |
€ A 4 c A ' Unutraiinjo
petlja
------- Helikg IT-mmmmememems
A-G A-G
G-l | e SE:-EZIS Jezgra semeee £y
&l U-N . (roeape --:LTFE . U-N
\ /| Unutrainja )
petlja
------- Helikg T =emem mememee
Forma T Forma IT

Slika 2.4. Tipovi grade SECIS elementa.

Osim ovih elemenata, za ugradnju selenocisteina je neophodno prisustvo jos
nekih proteina kao Sto su SECIS vezujuci protein 2 (SBP2), Sec specificni faktor
elongacije (eEFSec), ribozomski L30 protein, Secp43i SLA protein faktor.
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SECIS vezujuci protein 2 (SBP2) je sastavljen od 854 aminokiseline pri ¢emu
gotovo 400 aminokiselina na N terminalnom kraju nema ulogu u inkorporaciji
selenocisteina (Copeland i sar., 2001). Uloga ovog proteina je prvo dokazana u in vitro
uslovima kada je obustavljena sinteza selenoproteina u lizatima Celija bez SBP2, a
ponovo uspostavljena nakon njegovog dodavanja (Copeland i sar, 2000). Papp i sar
(2006) su na celijskim linijama utvrdili isti efekat prisustva ovog proteina (in vitro).
Definisano je nekoliko funkcionalnih motivac N i C terminani, NLS (nuclear
localization signal), NES (nuclear export signals), domen nepotreban za vezivanje za
SECIS, ali neophodan za ugradnju selenocisteina. Medutim, jo§ uvek nije tacno
definisan domen za vezivanje za ribozom. SBP2 se preko svog RNK vezujuceg domena
(RBD) vezuje za AUGA sekvencu SECIS elementa, a zatim raguje sa 28S
ribozomskom RNK (28S rRNK) (Fletcher i sar, 2001).

Sec specificni faktor elongacije (eEFSec) se moze vezati za obe izoforme Sec-
tRNK, a formira i komplekse sa SBP2 (Fagegaltier i sar, 2000). Nije utvrdeno gde se
tatno formiraju kompleksi izmedu eEFSec i SBP2. Ako se formiraju u jedru,
pretpostavka je da u tom sluCaju SBP2 olakSava kretanje eEFSec od jedra do ribozoma
u citoplazmi. Ukoliko se kompleksi formiraju naribozomima, vezivanje SBP2 bi dovelo
do odvajanja eEFSec na ribozomimai olakSalo prenos Sec tRNK na UGA kodon. Uloga
faktora elongacije je kompleksna, a po svemu sudeci, osim u ugradnji selenocisteina u
proteine, uCestvujei u samoj sintezi selenocisteina (Small-Howard i sar., 2006).

Ribozomski L30 protein pripada familiji ribozomskih protein, akao i SBP2, ima
RNK vezuju¢i domen (Moore i sar., 2004) i vezuje se za SECIS element (Chavatte i
sar., 2005). lzgleda da se L30 i SBP2 za SECIS element ne vezuju istovremeno.
Vezivanjem L30 menja se struktura SECIS elementa i na taj nacin izaziva oslobadanje
SBP2 §to kao posledicu ima olakSano prebacivanje Sec-tRNK na aminoacil mesto
ribozoma (Chavatte i sar., 2005).
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Slika 2.5. Shema sinteze selenoproteina.

2.3.3. Regulacija sinteze selenoproteina

Metabolizam selena je vrlo kompleksan jer je ova] mikroelement za organizam
esencijalan, ali i potencijalno vrlo toksiCan. Stoga su neophodni strogi mehanizmi
regulacije nivoa selena neophodnog za optimalnu ekspresiju svih selenoproteina. lako
se 0 sintezi selenoproteina dosta zna, sama regulacija njihove sinteze je nepoznanica.
Sinteza selenoproteina je regulisana nivoom selena u hrani, ali zavisi i od tkivai od toga
koji je selenoprotein u pitanju. Zna se da je sinteza svih dvadesetak selenoproteina
zavisna od trans-faktora (SBP2, L30), ali nije jasno na koji nacin Celije daju prioritet za

njihovo iskoriSéavanje. Protein koji povezuje status selena sa razliCitim ekspresijama
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selenoproteina je eukariotski faktor inicijacije 4a izoforma 3 (elF4a3) za koji je u in
vitro uslovima pokazano da sprecCava vezivanje SBP2 za SECIS element iRNK glutation
peroksidaze 1 i na taj nacin inhibira ugradnju selenocisteina u enzim (Budiman i sar.,
2009).

Novija istrazivanja ukazuju na regulaciju sinteze selenoproteina i na nivou
trankripcije, trandacije i stabilnosti iIRNK. Regulacija na nivou transkripcije je
nedovoljno proucena. Brigelius-Flohe i Banning (2006) su nedavno utvrdili da se
sinteza GPx2 moze regulisati Nrf2/Keapl (NF-E2-related factor 2/Klech-like ECH-
associated protein 1) sistemom koji reguliSe i sintezu proteina zaduzenih za
detoksikaciju i oksidativnu odbranu, a kojima pripada i tioredoksin reduktaza 1 (TrxR
1). Nrf2/Keapl sistem je jedan od cCelijskih mehanizama za odbranu od oksidativnog
stresa (Motohashi i Yamamoto, 2004), a aktivirgu ga elektrofilna jedinjenja, metali,
tiolni modifikatori i ostala potencijalno antikancerogena jedinjenja iz hrane (Brigelius-
Flohe i Banning, 2006). Moguce je da selen ili njegovi metaboliti aktivirgju ova sistem
i na taj nacin utiCu na sintezu specificnih selenoproteina. Postavlja se pitanje da li u
DNK uopste postoji selen regulatorni element koji bi efikasno regulisao transkripciju u

odnosu na promenu nivoa selena.

Regulacija sinteze na nivou translacije je komplikovana koliko i sama ugradnja
selenocisteina. Naime, poznati su efekti nedostatka nekog od regulacionih proteina koji
se vezuju za specifiCne sekvence u sastavu RNK (Ottaviano i sar., 2009), takozvanih
trans-reagujucih faktora (SBP2 i L30) kao i efekti promena specifi¢nih sekvenci na
RNK, takozvanih cis-elemenata (promene SECIS elementa, sec-tRNK), ali taCan
mehanizam nije poznat.

Ogled Jamesona i Diamonda (2004) je pokazao da je metilovana forma Sec-
tRNK aktivna prilikom translacije te da je metilacija Sec-tRNK jedan od mehanizama
kontrole sinteze selenoproteina. Utvrdeno je da metilovana forma Sec-tRNK ucestvuje u
sintezi selenoenzima ukljucenih u odgovor na oksidativni stres kao Sto su GPx1 i GPx3,

anemetilovana izoforma ucestvuje u sintezi TrxR1 i TrxR2.

Nedavno je uoCeno (Dumitrescu i sar., 2005) da promene na genu za SBP2 kod
ljudi dovode do poremecaja aktivnosti ID2. Takode su bile smanjene i aktivnosti GPX i
nivo SelP u plazmi. EkperimentiSuci na celijama bubrega embriona deJesus i saradnici

(2006) su uoCili znaCajno povecanje sinteze selenoenzima kada je bila izrazena
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prekomerna ekspresija SBP2. Iste godine su Papp i saradnici dokazali da smanjenje
koli¢ine SBP2 izaziva opsti pad sinteze selenoproteina. Takode, smanjenje nivoa SBP2

sa ili bez SECp43 i SLA dovodi do opSteg pada sinteze selenoproteina (Xu i sar., 2005).

2.3.4. Uticaj Se nasintezu selenoproteina
Weiss Sachdev i Sunde su 2001. godine uocili da selen utiCe na stabilnost iRNK

glutation peroksidaze te da se u slucaju njegovog deficita javlja raspad informacione
RNK. Takode, selen utiCe na efikasno ocitavanje UGA kodona za ugradnju
selenocisteina (Fletcher i sar., 2001; Martin i Berry, 2001), reguliSe ukupni nivo Sec-
tRNK kao i odnos izmedu koliCine metilovane i nemetilovane Sec-tRNK (Jameson i
sar., 2002; Carlson i sar., 2005).

Hatfield (2001) navodi nekoliko nivoa uticgja selena na ekspresiju
selenoproteina: transkripcija, obrada u jedru, prelaz transkripta iz jedra do ribozoma,
tranglacija, stabilnost iIRNK i promet selenoproteina.

Proucavajuéi uticaj selena na regulaciju GPx1, Knight i Sunde (1987) su
prilikom izlaganja mladih pacova deficitu selena i koris¢enjem anti-GPx1 antitela uocili
eksponencijalni pad koncentracije GPx1 kao i njene aktivnosti i zakljucili da za ovakav
pad aktivnosti mora postojati jo§ ngjmanje jedan faktor osim selena. Prilikom dodavanja
selena nakon izazvanog deficita, bilo je potrebno duze vreme kao i veCe doze Se da bi
se uspostavila puna aktivnost ovog enzima. Deficit selena takode izaziva pad
koncentracije informacione RNK GPx1 u jetri za 90% u odnosu na selenadekvatne
jedinke (Saedi i sar., 1988). Kada je posmatrano pri kojim dozama se nakon izazvanog
deficita selena javlja puna aktivnost ili koncentracija posmatranog enzima, plato za
IRNK GPx1 je dostignut sa 0.05 pg selena/g hrane, a za aktivnost GPx1 sa 0.1 ug
selena/lg hrane. Treba napomenuti da prilikom nadoknade selena prvo dolazi do
povecanja koli¢ine iRNK, a zatim do povecanja aktivnosti GPx1. Povecanje
koncentracije selena u hrani preko 0.1 pg selena/g ne utiCe na regulaciju IRNK i
aktivnosti GPx1 (Weissi sar., 1996).

Aktivnost glutation peroksidaze eritrocita je kod selendeficitnih jedinki za 60%
niza u odnosu na selenadekvatne jedinke, a plato aktivnosti prilikom nadoknade selena
nakon izazvanog deficita se takode dostize sa 0.1 pg selena/g u hrani.
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Prilikom deficita selena aktivnost GPx3 plazme iznosi svega 7-8% aktivnosti
enzima kod selenadekvatnih jedinki, a plato nakon nadoknade se postize sa 0.07 pg
selena/g u hrani.

Lei i saradnici (1995) su uocCili da prilikom ishrane pacova veoma niskim
koli¢inama selena (0.002 pg selena/g hrane), aktivnost GPx1 jetre opada za 99% u
odnosu na selenadekvatne jedinke, a da aktivnost GPx4 (fosfolipid hidroperoksid
glutation peroksidaza) opada za 59% u odnosu na selenadekvatne jedinke. Plato koji je
postignut kod GPx1 sa 0.1 pg selena/g u hrani, kod GPx4 se javio ve¢ sa 0.065 ug
selena/g u hrani. Takode, mereCi nivo iIRNK za ova dva enzima uoleno je da
koncentracija selena nije uticala na nivo iRNK GPx4 te se plato za iRNK GPx4 javio
ve¢ na 0.013 g selena/g u hrani. Ovakav odgovor na deficit i nadoknadu selena nakon
izazvanog deficita ukazao je na razliCite mehanizme regulacije ekspresije ova dva

enzimau istom tkivu.

Slicni eksperimenti su vrseni i radi utvrdivanja efekta deficita selena na nivo
iIRNK jodotironin dejodinaze 1 (ID1) kao i na njenu aktivnost u jetri. Bermano i
saradnici (1995) su kod selendeficitnih pacova uocili pad aktivnosti ID1 u jetri za 95%
pri Cemu je nivo iIRNK D1 opao za 50%. Nivo iRNK ID1 u stitastoj zlezdi je prilikom
deficita selena porastao za 40%. Kako transkripciju ID1 modulira TSH kao odgovor na
nivo T3, smatra se da je povecCanje nivoa iIRNK ID1 u S§titastoj Zlezdi posledica

stimulacije sa TSH.

Pri izlaganju jedinki deficitu selena, zapaZa se pad koncentracije selenoproteina
P (SelP) i to za 90% (Burk i Hill, 1994) i njegove iRNK za 33% u odnosu na
selenadekvatne jedinke. KoristeCi RPA metodu (ribonuclease protection analysis),
Sunde i saradnici (1998) su uocili da koncentracija iRNK ovog proteina ne opada dok
iIRNK GPx1 opada za 85-90% te je zakljuCeno da regulacija SelP ne zavisi znacajno od
promene koncentracije iRNK. Prilikom suplementacije selendeficitnih pacova dolazi do
porasta koncentracije SelP i to pre nego $to dode do porasta aktivnosti plazmatske GPx3
i GPx1 ujetri.

Aktivnost tioredoksin reduktaze (TR) kod selendeficitnih jedinki pada na 15% u
odnosu na selenadekvatne jedinke pri ¢emu nivo iIRNK TR opada za oko 30% (Hadley i

Sunde, 2001). Autori su zakljucili da se regulacija ovog enzima odvija po drugacijem
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obrascu u odnosu na GPx1 i GPx4 jer pri deficitu selena dramaticno opadaju i aktivnost
I IRNK GPx1, akod GPx4 aktivnost opada za 60%, ali nivo iRNK opada za svega 30%.

2.4. Tireoidna osovina, sinteza tireoidnih hormonai regulacija

Sinteza tireoidnih hormona je sloZzen proces koji se odvija delom u Stitastoj
Zlezdi, a delom u ekstratireoidnim tkivima. Kako je jod osnovni mikroelement koji ulazi
u sastav tireodnih hormona - jodotironina, adekvatano snabdevanje Stitaste Zlezde
jodom je preduslov za normalnu sintezu samih hormona. Jodid (J) se u Celije Stitaste
Zlezde unosi pomoc¢u transmembranskog proteina oznagenog kao Na*/l” simporter (N1S)
(Dai i sar., 1996). Ceo proces stimuliSe tireotropin (TSH), a inhibirgu tiocianat i
perhlorat (Kogai i sar., 1997). Interakcija TSH i njegovog receptora dovodi do
aktiviranja adenilat ciklaze preko Ga-proteina. Sintetisani ciklicni AMP utie na
povecanje sinteze NIS-a (Kaminsky i sar., 1994). | sam jodid utiCe na sintezu
transportera. Smanjene koli¢ine jodida inhibiraju ekspresiju iRNK za Na*/I" simporter
kod pasa (Uyttersprot i sar., 1997). Nakon unosa u tireocite, jod se transformiSe iz
neorganske forme u organski vezan jod kao sastavni deo tireoidnih hormona. Prvi korak
u ovoj transformaciji podrazumeva oksidaciju joda pomocu tireoidne peroksidaze
(Magnusson, 1990). Tireoidna peroksidaza (TPO) je glikolizovani hemoprotein vezan
za membranu koji oksidovani jod ugraduje u tirozil ostatke i vrsi spajanje dijodotirozil
rezidua tireoglobulina u matriksu od kojih se posle formirgju tiroksin i trijodtironin.

Da bi se sintetisani tireoidni hormoni sekretovali, prvo se moraju odvojiti od
tireoglobulina. Pod uticgiem tireotropina (TSH), formirgu se mikrovili na apikanoj
strani tireocita i tireoglobulin se unosi iz lumena u tireocit, spaja sa lizozomima pri
¢emu dolazi do njegove proteolize. TSH stimuliSe i povecanje aktivnosti lizozomalnih
enzima kao Sto su N-acetil-B-glukozaminidaza, [-galaktozidaza, leucil-f-
naftilaminidaza. Takode, TSH utie na povecanje koli€ine iRNK proteaza katepsina B
(Phillips i sar., 1989) i katepsina S (Petanceska i Devi, 1992). Nakon proteolize
tireoglobuling, tiroksin se delom sekretuje, a delom prevodi u trijodtironin procesom
dejodinacije, a hormonski neaktivni mono i dijodtironin se dejodinacijom oslobadaju
joda koji se vraca u pul joda tireocita i ponovo se ugraduje u tireoglobulin u lumenu

folikula
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Sinteza hormona Stitne Zlezde odvija se pod uticajem TSH. TSH se sintetiSe u
prednjem reznju hipofize ili u placenti. Ovaj hormon je glikolizovani protein sastavljen
iz nekovalentno vezanih a i B subjedinica. Alfa subjedinica ulazi u sastav jo$ nekih
hormona kao $to su luteiniziraju¢i (LH), folikulostimulirajuc¢i (FSH) hormona kao i
horionskog gonadotropina (CG), dok je [ subjedinica sa karakteristichom
aminosekvencom za svaki od Cetiri pomenuta hormona. Sama (3 subjedinica se ne moze

vezivati za receptore ve¢ se mora prvo nekovalentno vezati za a subjedinicu.

Sinteza TSH je regulisana klasichom negativnom povratnom spregom gde
tireoidni hormoni direktno inhibirgju sintezu ovog hormona u hipofizi, a indirektno
deluju na nivou hipotalamusa gde redukuju sekreciju tireotropnog oslobadajuceg
hormona (TRH).

2.4.1. Selen i funkcija Stitaste Zlezde

Dickson i Tomlison (1967) su uoCili da Stitasta zlezda sadrzi viSe selena po
gramu tkiva od bilo kog drugog organa, te da je selen esencijalni element vazan za

njeno normalno funkcionisanje i homeostazu tireoidnih hormona.

Sinteza tireoidnih hormona podrazumeva jodinaciju tirozil rezidua
tireoglobulina koji se nalazi u lumenu folikula Stitaste Zlezde. Tireoidna peroksidaza
(TPO) katalizuje ovu reakciju za koju je potrebna visoka koncentracija vodonik
peroksida, a koji je potencijalno veoma Stetan za tireocite. Generisanje vodonik
peroksida je limitirajuci korak u sintezi hormona i regulisan je dejstvom TSH, (Kimura i
sar, 1995). Jodinacija tireoglobulina i generisanje vodonik peroksida se odvija na
apikalnoj povrSini membrane tireocita. Ovakva organizacija omogucava da nastali
vodonik peroksid bude visoko dostupan u reakciji jodinacije. Odredena koliCina
peroksida koja difunduje u same tireocite biva neutralisana od strane glutation
peroksidaze, tioredoksin reduktaze i katalaze (Ekholm i Bjorkman, 1997).

Tireociti sintetiSu i sekretuju GPx3. Postoji moguénost da GPx3 ucestvuje u
kontroli sinteze tireoidnih hormona reguliSuci koncentraciju vodonik peroksida. Kada je
povecana sinteza tireoidnih hormona signalizirana od strane TSH receptora, porast
sinteze vodonik peroksida na apikalnoj membrani tireocita je povezan sa smanjenom
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sekrecijom GPx3, te smanjenom degradacijom samog vodonik peroksida (Howiei sar.,
1995). Kada proizvodnja tireoidnih hormona opada, opada i sinteza vodonik peroksida,

ali raste sekrecija GPx3 koji dodatno smanjuje nivo vodonik peroksida.

Tireociti su konstantno izlozeni potencijalno toksicnom efektu vodonik
peroksida i lipidnih hidroperoksida. Prilikom deficita selena, smanjuje se koli¢ina GPx1
i TR1 u Celiji te je smanjena mogucénost odbrane Celija od peroksida, a to za posledicu

ima oStecenje Celija (Demelash i sar., 2004).

2.4.2. Transport tireoidnih hormona

U krvi je za proteine krvne plazme vezano vise od 99% tireoidnih hormona.
Proteini za koje se vezuju T4 i T3 su tiroksin vezujuéi globulin (thyroxine-binding
globulin-TBG), transtiretin (tiroksin-vezujuéi prealbumin), serum albumin i
lipoproteini. Vezivanje za ove proteine omogucava konstantno snabdevanje celija i
tkiva i spreCava se gubitak ovih hormona putem mokrace (Rasmussen i Rasmussen,
2007). Tiroksin vezujuci globulin (TBG) ima veliki afinitet ka T4 te je 75% tiroksina
vezano za TBG. Za trangtiretin je vezano 20%, a za serum abumin 5% tiroksina.
Trijodtironin se takode u velikom procentu vezuje za TBG (75%), ali je za transtiretin
vezano manje od 5%, a za serum abumin oko 20%.

2.4.3. Dgjodinaze

Gross i Pitt-Rivers (1951) su utvrdili da se za receptore tireoidnih hormona
vezuje T3. Degodinacija T4 u T3 se smatra prvim korakom u aktivaciji tireoidnog
prohormona T4. Dva razli€ita enzima prevode T4 u T3 i to su degjodinaza tipa 1
(jodotironin dgjodinaza 1-1D1) i dejodinaza tipa 2 (jodotironin dejodinaza 2 - 1D2) koje
vrSe dejodinaciju spoljnog prstena tiroksina. Dejodinacijom unutraSnjeg prstena
inaktivira se T4 pri Cemu nastaje reverzni T3 (rT3), aova proces mogu katalizovati ID1
kaoi ID3 (Slika2.6.).

Jodotironin dgjodinaza tipa 1 (ID1) obezbeduje gotovo 80% T3 plazme kod
ljudi. Za razliku od 1D2, vrlo je osetljiva na dejstvo propiltiouracila (PTU) Sto je i
dokazano u nekoliko eksperimenata (Leonard i Rosenberg, 1978; Visser i sar., 1976;
Chopra, 1977). ID1 se nalazi u mnogim tkivima pacova kao Sto su jetra, bubrezi,
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centralni nervni sistem, hipofiza, Stitasta zlezda, creva i placenta (Bianco i sar, 2002).
Kod ljudi je nemau CNS-u (Campos-Barrosi sar., 1996).

Degodinaza 1 je monomerni integralni membranski protein tipa 1. Dvanaest
aminokiselina na N terminalnom kraju je u lumenu endoplazmatskog retikuluma,
transmembranski deo se zavrSava sa 36-om aminokiselinom, a ostatak molekula je u
citoplazmi (Toyoda i sar., 1995a). Novija istrazivanja potvrduju njegovu lokalizaciju u
plazma membrani (Baqui i sar., 2000) ¢elija bubrega i tireocita. S obzirom na poloZaj
katalitickog centra u citoplazmi i poloZaj samog molekula u plazma membrani, smatra
se da je na ovaj nacin olaksan pristup cirkuliSu¢em T4 kao i rT3 koji su supstrati za ovgj
enzim. Smatra se da je zahvaljujuci svojoj lokalizaciji, ID1 glavni proizvodal T3
plazme, adaje ID2 koji je lokalizovan u ER odgovoran za generisanje intracelularnog
T3 (Larseni sar., 1981).

rm3

Slika 2.6. Shema aktivacije i deaktivacije tireoidnih hormona pomocu I1D1, ID2 i ID3.

Izu€avanja su pokazala da dejodinacija katalizovana uz pomoc¢ ID1 ima kinetiku
’ping-pong’ reakcija sa dva substrata od kojih je prvi jodotironin, a drugi endogeni
intracelularni  tiolni kofaktor Cija hemijska priroda jo$ nije utvrdena (Leonard i
Rosenberg, 1980). Propiltiouracil inhibira enzim takmiceéi se sa ovim tiolnim

kosupstratom i formirajuci reverzibilni enzim-Se-S-PTU kompleks (Slika 2.7.).
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Slika 2.7. Shema mehanizma reakcije katalize aktivacije T4 uz pomo¢ ID1.

Primarnu ulogu u regulaciji aktivnosti 1D1 ima nivo tireoidnih hormona koji
povecavaju i aktivnost jodotironin dejodinaze 1 i sintezu njene iIRNK (Kaplan i Utiger,
1978; Harris i sar., 1978; Berry i sar., 1990). Toyoda i saradnici (1995b) su utvrdili
postojanje TRE (thyroid response element) na bocnom regionu ID1 gena, a Jakobs i
saradnici (1997) su uoCili postojanje joS jednog TR elementa (TRE-2). RetinoiCna
kiselina, derivat vitamina A, povecava ekspresiju ovog proteina verovatno vezivanjem
za TRE (Schmutzler i Kohrle 2000). Analizom promotera ID1 gena utvrdena je kljucna
uloga hepatocitnog jedarnog faktora 4 o (HNF4 a) u njegovoj aktivaciji, a postojanje
proksimalnog HNF4 o elementa za odgovor potvrdilo je ovg nalaz (Stoychevai Berry,
2009). Toyoda i saradnici (1992) na tireoidnim celijskim linijama pacova pokazuju da
TSH izaziva trostruko povecanje koncentracije iRNK ID1. TNFa, IL-1p i interferon y
snizavaju nivo IRNK ID1 kao i njegovu aktivnost (Pekary i sar., 1994).

Jodotironin dejodinaza tipa 2 katalizuje dejodinaciju spoljnog prstena tiroksina
te konverziju T4 u T3 ili rT3 u 3,3’-T2. Kod pacova je zastupljena u hipofizi (Cheron i
sar., 1979), mozgu (Crantz i Larsen, 1980; Leonard, 1988) i mrkom masnom tkivu
(Silva i Larsen, 1983). Aktivnost ovog enzima je takode uoCena i u gonadama pacova,
epifizi (Kamiyai sar., 1999), timusu (Molinero i sar., 1995), mleCnoj zlezdi kod miSeva
(Song i sar., 2000), materici skotnih Zenki pacova (Galton i sar., 2001), koronarnim
arterijama ljudi, glatkim miSiénim celijama aorte (Mizuma i sar., 2001). Kod ljudi je
eksprimirana u Stitastoj Zlezdi (Murakami i sar., 2001; Imai i sar., 2001), srcu, mozgu,
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kicmenoj moZdini, skelethnim miSi¢ima i placenti. Kod pacova je nema u srcu i
skeletnim miSi¢ima, a ekspresija u tireoidgji adultnih pacova je jako mala (Gereben i
sar., 2001).

Dejodinaza 2 je integralni membranski protein Ciji je amino-terminalni kra u
lumenu endoplazmatskog retikuluma, a karboksi-terminani kraj u citoplazmi (Bagui i
sar., 2000). Zarazliku od ID1, neosetljiva je nadegstvo PTU (Salvatorei sar., 1996), ali
se, kao i ID1 i ID3, kompetitivno inhibira sa jopanoi¢nom Kkiselinom (Germain,
1988a,1988b). U sli¢nim in vitro uslovima, pokazalo se da ID2 ima manju Km za T4 u
odnosu na ID1 (Visser i sar., 1982). Dejodinacija pomocu ovog enzima in vivo zahteva

postojanje redukcionog kofaktora Ciji identitet nije utvrden (Bianco i sar., 2002).

Izlaganje hladnoci povecava koliCinu iIRNK za ID2 i aktivhost enzima u mrkom
masnom tkivu, a al i B adrenergiCki antagonisti spreCavaju ovaj efekat (Silva i Larsen,
1983; Salvatore i sar., 1998). U izolovanim adipocitima mrkog masnog tkiva, porast
aktivnosti ID2 je zabelezen pri upotrebi norepinefrina, insulina i glukagona, a pad pri
upotrebi hormona rasta (Silva i Larsen, 1986a). Cikli¢ni adenozin monofosfat (CAMP)
povecava aktivnost 1D2 u astroglijalnim celijama pacova (Pallud i sar., 1997) kao i
nikotin i ciklicni gvanozin monofosfat (Gondou i sar., 1999), tako da ne iznenaduje
otkrice CRE (cAMP response element) na bo¢nom regionu 1D2 gena kod ljudi, pacova i

miSeva (Canettieri i sar., 2000).

Tireoidni status utiCe na ekspresiju ID2 i na pretranslacionom nivou i
posttranslacionom nivou (Silvai Larsen, 1986b; Germain, 1985). Visi nivo dejodinacije
T4 je zabelezen u kori velikog mozga hipotireoidnih pacova, a povecava se i
koncentracijaiRNK za ID2 u mozgu (Burmeister i sar., 1997). Dodavanje T3 je dovelo
do opadanja nivoa iRNK za ID2 kod hipotireoidnih pacova dok je T4 primarno
smanjivao aktivnost ID2. Kim i saradnici (1998) smatraju da je supresijaiRNK za 1D2
koju izaziva T3 na nivou transkripcije jer T3 nije uticao na smanjenje poluzivota (~2h)
iRNK za ID2. U istom istraZzivanju je u prisustvu reverznog T3 (rT3) uoCena smanjena
aktivnost ovog enzima, ali ne i smanjen nivo iRNK za ID2. PoluZivot ovog enzima je
kratak (50 min), a dodatak nekog od supstrata kao $to su T4 i rT3 ga joS viSe skraCuje
(Koenig i sar., 1984; Leonard i sar., 1984; Silvai Leonard, 1985; Obregon i sar., 1986;
Halperin i sar., 1994). Gereben i sar. (2000) navode da se regulacija aktivnosti ovog

enzima pomoc¢u T4 i T3 odvija posttranslaciono i da se za ID2 vezuje ubikvitin nakon
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Cega tako obelezen enzim podleze proteolizi. Koli€ina ID2 vezana za ubikvitin raste sa
koliCinom prisutnog T4.

Uticg selena na aktivnost 1D2 je proucCavan devedesetih godina. U pocCetku nije
bio svrstan u selenoenzime da bi se u radu Buettnera i saradnika (1999) utvrdilo

postojanje SECIS elementa na genu za ova enzim.

Beckett i saradnici (1989) 5 nedelja nakon izlaganja pacova deficitu selena
zakljuCuju da se aktivnost ovog enzima smanjuje i da je to uzrok povecanja
koncentracije T4 u krvnoj plazmi. Nivo cirkuliSueg T4 je kontrolisan negativnhom
povrathom spregom vezanom za sintezu i oslobadanje TSH u hipofizi. Ovakav vid
kontrole podrazumeva dejodinaciju T4 u samoj hipofizi pomocu I1D2. lako Cak i
subklini¢ko povecanje T4 kod hipertireoidizma suprimira TSH, autori nisu uocili pad
koncentracije TSH i pored toga Sto je povecanje nivoa T4 bilo 70-80%. Na osnovu
svojih rezultata su zakljucili da je mehanizam homeostaze narusen zbog pada aktivnosti
ID2 usled nedostatka selena.

Jodotironin degjodinaza tipa 3 je selenoenzim koji katalizuje dejodinaciju
unutrasnjeg prstena tireoidnih hormona pri Cemu nastaju neaktivni rT3 od T4, odnosno
3,3’-T2 od T3. Prekomerna ekspresija je zapaZena u hepatiCnim hemangiomima, a
dovela je do izrazenog hipotireoidizma (Huang i sar., 2000). Ovaj enzim §titi tkiva od
prekomerne koliCine tireoidnih hormona i na taj naCin ucestvuje u homeostazi. Prve
fizioloSke uloge ovog enzima su proucavane u CNS-u pacova (Kaplan i sar., 1981).
Osim u centralnom nervnom sistemu, ID3 je zastupljena i u kozi, placenti i gravidnom
uterusu pacova. Kod neonatalnih pacova, 1D3 je zastupljena u skeletnoj muskulaturi,
jetri i crevima (Batesi sar., 2000). Tokom embriogeneze ovag enzim ima veliku ulogu u
homeostazi tireoidnih hormona jer izlaganje embriona visokom nivou tireoidnih
hormona majke moZe dovesti do malformacija, poremeenog rasta, mentalne
retardacije, pa Cak i smrti ploda. Posto koZa adultnih pacova sadrzi najveéu koliCinu
rT3, smatra se da ID3 aktivnost u homogenatima koZze moZe biti dobar pokazatelj
aktivnosti ovog enzima in vivo (Huang i sar., 1985). Dejodinaza 3 je takode integralni

membranski protein (Schoenmakersi sar., 1995).

Aktivnost dgjodinaze 3 raste kod hipertireoidizma, a opada u CNS-u pacova
tokom hipotireoidizma (Kaplan i Y askoski, 1980). U svim regijama CNS-a u kojima je

zastupljena iRNK za ID3, u zavisnosti od stepena hipertireoidizma, nivo se povecava i

30



do 50 puta u odnosu na eutireoidne jedinke, a najizrazenije povecanje je u cerebelumu.
Jo§ uvek nije jasno da li je ovo povecanje nakon kratkog izlaganja T3 posledica
povecane transkripcije gena za ID3, povecane stabilnosti iRNK za I1D3 ili kombinacija
ova dva faktora. Na kulturama astroglijalnih celija je takode potvrdeno povecanje
aktivnosti ID3 nakon dodavanja i T4 i T3 u medijum (Esfandiari i sar., 1992). Medutim,
aktivnost 1D3 nije povecana u placenti hipertireoidnih pacova Sto ukazuje na razliCit

odgovor gena na povisenje T3 u razli€itim tkivima (Emerson i sar., 1988).

2.4.4. Uloga dgjodinaza u regulaciji tireoidne osovine

Stitasta zlezda oslobada T4 i T3 pod uticajem tireostimuliraju¢eg hormona
(TSH) iz prednjeg reznja hipofize. Proces je regulisan negativnom povratnom spregom
jer povisenje nivoa T4 vrlo brzo dovodi do smanjenog oslobadanja TSH kod
hipotireoidnih pacova. Smanjeno oslobadanje TSH pocinje 15-30 minuta nakon davanja
radioaktivnih T3 ili T4 pri Cemu je ve¢ 15 minuta nakon aplikacije radioaktivhog T4
uocen radioaktivni T3 vezan za receptore unutar Celija hipofize. Kako se ceo proces nije
inhibirao sa PTU (inhibitor 1D1), a nije se mogao objasniti ni koliCinom radioaktivnog
T3 u plazmi, Silvai Larsen (1978) su pretpostavili da postoji neki drugi mehanizam
regulacije nivoa TSH. Pretretman jopanoi¢nom kiselinom (inhibitor 1D2), blokirao je
generisanje T3 u Celijama hipofize i bioloski efekat T4 na oslobadanje TSH (Larsen i
sar., 1979). Kasnija istrazivanja su pokazala da je ovakav mehanizam intracelularnog

prevodenja T4 u T3 zastupljen u CNS-u i mrkom masnom tkivu (Biancoi Silva, 1987).
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Slika 2.8. Shema regulacije lu¢enjatireoidnih hormona.

Unutarcelijska dejodinacija T4 se odvija zahvaljujuci 1D2 te je ovaj enzim
neophodan za regulisanje fizioloskih nivoa T4 i T3 kao i luCenje TSH. Kasnija
istraZzivanja su pokazala da normalizacija nivoa T4 i T3 u plazmi suprimira iIRNK
tireotropnog oslobadajuceg faktora (TRH) u paraventrikularnim jedrima hipotalamusa.
Kako TRH stimulide sintezu i oslobadanje TSH, na taj nacin se normalizuje i nivo TSH
kod tireoidektomisanih pacova (Segerson i sar., 1987). ID2 je zapaZena i u tanicitima
(Guadano-Ferraz i sar., 1997), ependimskim celijama koje se nalaze u bazi trece
mozdane komore, a Ciji produzeci prodiru duboko u hipotalamus. lako nije potvrdeno,
izgleda da ove Celije uCestvuju u prenoSenju signala do tireotropnih Celija prevodeci T4
uT3.
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2.45. Homeostaza T3

Smatra se da Stitasta Zlezda ljudi luci T4 i T3 u odnosu 15:1, a da je ova
proporcija odredena odnosom T4/T3 u tireoglobulinu (Larsen, 1975). Proizvodnja T3 se
odvija u dva nezavisna procesa, sekrecijom Stitaste Zlezde i dejodinacijom u mnogim
ekstratireoidnim tkivima koju katalizuju jodotironin degjodinaze 1 i 2. Relativno uCeSce
ekstratireoidnih tkiva u proizvodnji T3 odredivano je kod eutireoidnih pacova
primenom propiltiouracila (PTU), pri ¢emu je konverzija T4 u T3 opala za 50%
(Oppenheimer i sar., 1972). Kod tireoidektomisanih pacova kojima je dat T4, primena
PTU koji blokiralD1, ali nei ID2, je dovela do pada koncentracije T3 za50% (Larsen i
Frumess 1977) te je zakljuCeno da ova dva puta podjednako ucestvuju u proizvodnyji
ekstratireoidalnog T3.

U krvnoj plazmi pacova je 40% T3 tireoidnog, a 60% T3 ekstratireoidnog
porekla. Koncentracija T3 i T4 u krvnoj plazmi je konstantna te su sva tkiva izloZzena
istim koncentracijama T3 i T4. Prema tome, razlika u koncentracijama T3 u razlicitim
tkivima je posledica aktivnosti dejodinaza u njima. PoveCanje odnosno smanjenje
intracelularne koncentracije T3, a posledicno tome i formiranje kompleksa T3 sa
receptorima u jedru, odvija se relativno nezavisno od nivoa hormona u plazmi te uticg
hormona plazme na ciljno tkivo nije uvek isti. Zasi¢enost receptora u jedru sa T3 u jetri
i bubrezima je oko 50%, a u centranom nervnom sistemu 95% (Crantz i sar., 1982).
Kasnije je ova pojava povezana sa aktivnoSéu ID2 kao glavnog generatora
intracelularnog T3. U tkivima hipofize, mozga i mrkog masnog tkiva, u kojima je
zastupljena 1D2, T3 potice od intracelularne konverzije T4 u T3. U navedenim tkivima
je znatno veca zasiCenost receptora (70-90%) pri Cemu je Cak do 80% vezanog T3
nastalo dgjodinacijom T4 unutar éelija. U tkivu jetre i bubrega u kojima je zastupljena

ID1, T3 vezan zareceptore je uglavnom poreklom iz krvne plazme (Silvai sar., 1978).

2.4.6. Intracdlularna homeostaza T3

KoliCina T3 u plazmi se brzo uravnoteZuje sa ve¢inom ostalih tkiva jer tireoidni
hormoni spadaju u relativno male hidrofobne molekule koji 1ako prolaze kroz éelijsku
membranu putem energetski zavisnih stereospecifi¢nih procesa (Hennemann i sar.,
2001) zavisnih od nekoliko transportera kao Sto su MCT8 (monocarboxylate transporter
8) i MCT10 (monocarboxylate transporter 10) (Friesemai sar., 1999, 2003. i 2008.),
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transportera aminokiselina, klasicnih  multispecificnih  katjon/anjon  organskih
transportera (Friesemai sar., 1999) i translokaza masnih kiselina (Van der Putten i sar.,
2003). Od transportera aminokiselina koji prenose i tireoidne hormone, spominju se

sistem L (leucin) i sistem T (triptofan).

Tabela 2.2. Transportni proteini tireoidnih hormona kod pacova (Rasmussen,
2007).

Protein transporter ~ Tkivo Hormon
NTCP jetra, bubrezi T4,rT3,T3, T2
OATP1A1

OATP1A4 jetra, bubrezi, retina T4,T2,T3,rT3
OATP1A5 bubrezi, reting, jetra T3, T4
OATP1B2 jetra T3, T4
OATPIC1 mozak T4,rT3, T3
OATP4A1 mnoga tkiva T3 (T4, rT3)
OATP4C1 T3(T4)
OATP6B1 testis T4, T3
OATP6C1 testis T4, T3

LAT1 tumori T2,rT3,T3, T4
LAT2 tumori T2,rT3,T3, T4
MCT8 oko, hipofiza, drugatkiva T3, T2, T4,rT3

MCT-monokarboksilatni transporter, OAT-organski anjonski transporteri, NTCP- natrijum tauroholat
kotransportni polipeptid.

Sistem L je nezavisan transporter za velike neutralne aminokiseline. U tkivima
sisara je veoma zastupljen, a karakteristican je po tome $to prenosi i aromatine
aminokiseline kao $to je triptofan. Postoje L1 i L2 transportni sistemi. Trijodtironin
kompetitivno inhibira L1 transportni sistem u kultivisanim astrocitima pacova
(Blondeau i sar., 1993). Sistem T je jonski nezavistan transporter koji prenosi
aromati¢ne aminokiseline, a da je on odgovoran i za transport tireoidnih hormona

pokazano je naeritrocitima (Zhou i sar., 1990).

Nakon ulaska u ciljne Celije, tireoidni hormoni se vezuju za svoje receptore koji
se nalaze u jedru. Regulacija ekspresije razli¢itih gena pomocu tireoidnih hormona
odvija se preko receptora tireodnih hormona (TR). Receptori tireoidnih hormona

pripadaju superfamiliji jedarnih receptora, a do sada je pronadeno nekoliko formi ovih



proteinskih molekula, TRa, TRB1 i TRP2. Efekti aktiviranja receptora na regulaciju
genske aktivnosti se postizu vezivanjem za specificne sekvence DNK definisane kao
elementi za odgovor na tireoidni hormon (thyroid hormone response elements-TRE) u
regulatornim regijama ciljnih gena. U odsustvu T3, receptori su vezani za TRE kao
monomeri ili kao homodimeri, a najéeS¢e kao heterodimeri sa retinoid X receptorom
koji je takode jedarni receptor. U zavisnosti od prirode TRE, receptor moZe inhibirati ili
aktivirati ekspresiju gena. Receptori imgju 3 domena. Prvi, N-terminalni A/B domen je
aktivacioni domen (AF1); drugi, centrano postavljen domen se vezuje za DNK (DNA
binding domain-DBD); tre¢i domen vezuje ligand (ligand binding domain-LBD) i
poseduje aktivacioni ligand zavisni domen (AF2). Pomenute forme tireoidnih receptora
imaju slicne domene za vezivanje DNK i liganda, ali su velike razlike u A/B domenima.
RazliCite forme receptora imaju posebne funkcije. Sindrom rezistencije na tireoidne

hormone je izazavan mutacijom na LBD domenu TR pri cemu je TRa nepromenjen.

U vecini sluajeva, vezivanje ili otpustanje liganda ne menja afinitet receptora za
vezivanje na DNK ve¢ za vezivanje posredni¢kih molekula. Ovi posrednicki molekuli
mogu biti koaktivatori ili korepresori. Od koaktivatora TR receptora treba spomenuti
nekoliko proteina iz familije pl60 (steroidni receptor koaktivator 1 (SRC),
transkripcioni intermedijarni faktor 2); familije p300 (CREB vezujuéi protein-cAMP
response element binding protein-binding protein, p/CAF-CBP associated factor);
TRAP (TR associated protein). Korepresori su Ncor (nuclear corepressor) i SMRT
(silencing mediator for RXR and TR).

U odsustvu liganda, TR se vezuje za korepresor kompleks koji inhibira
transkripciju tako Sto blokira deacetilaciju histona. Vezivanje liganda izaziva
konformacione promene u samom receptoru koji za posledicu ima zamenu korepresor
kompleksa koaktivator kompleksom pri ¢emu neki od njih (p160, CBP/p300i P/CAF)
deluju na histon kao acetiltransferaza $to dovodi do remodeliranja samog histona koji
aktivira transkripciju (Wu i Koenig, 2000). Multiproteinski kompleks TRAP, koji se
vezuje za T receptore kada je vezan T3, ne deluje na ’remodeliranje’ histonskog
proteina vec reaguje direktno sa TBP (TATA box binding protein) i na taj nacin pojaCava
aktivaciju gena (Yuan i sar., 1998). Zarazliku od prethodno navedenih koaktivatora koji
su nespecificni, protein NRIF3 (nuclear receptor-interacting factor 3) je specificni
koaktivator TR (Li i sar, 1999).
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Normalna zasi¢enost T receptora je u vecini tkiva 40-50% (Oppenheimer, 1979)
te se nivo T3 u plazmi tokom hipo- i hipertireoidizma ogleda u promeni zasicenosti
receptora u tkivima, a to determiniSe bioloski efekat tireoidnih hormona na ta tkiva. U
ovim tkivima je pretezno eksprimirana ID1. Medutim, u hipofizi, mozgu, mrkom
masnom tkivu u kojima je glavni izvor T3 unutarcelijska konverzija T4 pomocu ID2,
zasi¢enost receptora je znatno veca i iznosi 70-90% pri ¢emu je 50-80% vezanog T3
nastalo ovim procesom, a ostatak je poreklom iz plazme (Bianco i Silva, 1987). Polozaj
jedne i druge dejodinaze moze objasniti ovu razliku. ID1 nema znacCajnu ulogu u
unutarcelijskoj homeostazi T3 posto je protein plazma membrane te nastali T3 vrlo brzo
napusta Celije u kojima je zastupljen ovaj enzim. Medutim, ako je u tkivima zastupljena
ID2, nastali T3 ne napusta Celiju. Uloga ID2 u unutaréelijskoj homeostazi je dobro
proucena u mrkom masnom tkivu, hipofizi i mozgu. Poznati su joS neki bioloski efekti
unutarcelijske konverzije pomocu ovog enzima kao $to su povratna regulacija lucenja
TSH, sinteza hormona rasta kod pacova, uticaj na gene ukljuCene u adaptivnu

termogenezu u mrkom masnom tkivu.

2.4.7. Uticaj Senasintezu T3i1 T4

Deficit selena ima komplekan uticaj na sintezu tireoidnih hormona. Tkiva
razliCito reaguju na nedostatak ovog elementa. Tako mozak, hipofiza, Stitasta zlezda,
nadbubreg i gonade zadrzavaju selen i pored smanjenog unosa, dok u krvnoj plazmi,
Prematome, uticg deficita selena na sintezu selenoproteina kao Sto su selenodejodinaze
i glutation peroksidaze, zavisi od tkiva u kojem se nalaze. Meinhold i sar. (1992) su
uocili da je aktivnost ID1 u Stitastoj Zlezdi oCuvana, a u jetri opada prilikom nedostatka
selena. Kod intaktnih pacova deficit selena je povezan sa porastom koncentracije T4, ali
malom promenom koncentracije T3 u serumu, pri ¢emu je koncentracija TSH
nepromenjena (Meinhold i sar., 1993; Veronikis i sar., 1996). Takode, opada aktivnost
ID1 u bubrezima $to je povezano sa padom nivoa iRNK za ID1. Ovo se medutim ne
dogada u jetri gde je zapazen pad u aktivnosti ID1, ali ne i pad koncentracije iIRNK za
ID1 (DePalo i sar., 1994). Kod ljudi sa deficitom selena je zapazeno blago poviSenje T4
i odnosa T3/T4, ali bez porasta nivoa TSH. PogorSanje tireoidnog statusa nakon

dodavanja selena kod ljudi koji su imali udruzeni nedostatak joda i selena, a koji se
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oCitovao u vidu porasta TSH i pada serumskog T3, ukazao je na protektivnu ulogu pada
aktivnosti ID1 (Contemprei sar., 1992).

Nekoliko grupa autora je proucavalo utica selena natireoidni status pacova kao
i ulogu ID1 jetre i bubrega na produkciju T3 plazme. U svim ovim eksperimentima je
pri deficitu selena uoCen pad aktivnosti ID1 u jetri i oCuvanje aktivnosti ovog enzima u
Stitastoj Zlezdi i hipofizi. NeoCekivao su dobijene male promene nivoa serumskog T3
iako je doSlo do blagog povecanja T4 i reverznog T3 (Chanoine i sar., 1992). Ovakav
nalaz bio je u neskladu sa procenom da je oko 60% cirkuliSu¢eg T3 poreklom iz jetre i
bubrega. Kasnija istrazivanja su pokusala da eliminiSu ovaj problem te su eksperimenti
radeni na tireoidektomisanim zivotinjama kojima je dodavan T4. Ovakva prouCavanja
su analogna eksperimentima sa PTU kod kojih je smanjena ekstratireoidal na konverzija
T4 u T3 za50% (Frumes i Larsen, 1975; van Doorn i sar., 1983). Chanoine i saradnici
(1993) su prilikom izazvanog deficita selena smanjili aktivnost ID1 u jetri za 93%, ali i
pored toga je bio relativno oCuvan nivo T3 u krvnoj plazmi te su na osnovu svojih
nalaza zakljucili da Stitasta Zlezda proizvodi najveci deo cirkuliSuéeg T3. U kasnijim
istrazivanjima, Veronikis i sar. (1996) su uocCili da je prilikom dodavanja T4
tireoidektomisanim pacovima, koncentracija T3 u serumu pala za oko 25%, a pad
ukupne proizvodnje T3 je iznosio 32% $to je bilo slicno efektu propiltiouracila u istom

eksperimentu. Manji pad T3 u odnosu na uobicajenih 60% ostao je nerazjasnjen.

Nijedan od gore pomenutih eksperimenata nije uzeo u obzir konverziju T4 u T3
pomocu enzima ID2 u tkivima otpornim na deficit selena. Nguyen i saradnici (1998) su
tireoidektomisanim pacovima dodavali obelezene T4 i T3 i na osnovu slozZenih
kinetiCkih merenja zakljucCili da je udeo ID1 i ID2 u produkciji ekstratireoidalnog T3
podjednak.

Mittag i sar. (2010) su u svom eksperimentu na misevima sa mutacijom TRa 1 i
time izazavanom hipotireozom, proucavali uticg tireoidnih hormona na metabolizam
selena. Kod ovih jedinki se javlja statistiCki znaajno niZza koncentracija selena u
cirkulaciji u odnosu na kontrolu s tim Sto se nakon aplikacije T3 i kod mutanta i kod
kontrole nivo serumskog selena povecava za 20%. Osim toga, nakon tretmana sa T3,
doslo je do smanjenja aktivnosti GPx1 u jetri mutanata i kontrolnih Zivotinja. Aktivnost
GPx3 oglednih jedinki se nije menjala dodavanjem T3 dok je koli¢ina sep P statistiCki

znacCajno porasla.
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3. Cilj i zadaci istrazivanja

Imajuéi u vidu navedene Cinjenice, istraZivanje je bilo usmereno ka sledeCim

ciljevimai zadacima:

1. Da se prati uticg deficita selena i blokatora deodinaza na telesnu masu
juvenilnih pacova.

2. Da se utvrdi uticg deficita selena i blokatora dejodinaza na funkciju tireoidne
osovine, odnosno nivo TSH, T3 i T4 u krvi pacova.

3. Da se utvrdi status selena kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki
odredivanjem koncentracije selena u krvi pacova.

4. Da se utvrdi status selena kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki uz
primenu blokatora dejodinaza (PTU i jopanoicne Kkiseline) odredivanjem
koncentracije selena u krvi pacova.

5. Da se utvrdi aktivnost selenoenzima glutation peroksidaze 1 u eritrocitima i
glutation peroksidaze 3 u krvnoj plazmi selenadekvatnih i selendeficitnih
jedinki.

6. Da se utvrdi aktivnost selenoenzima glutation peroksidaze 1 u eritrocitima i
glutation peroksidaze 3 u krvnoj plazmi selenadekvatnih i selendeficitnih pacova
uz primenu blokatora dejodinaza.

7. Da se dobijeni rezultati statisticki obrade.
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4. Materijal i metode rada

Pri izradi plana ogledai izbora metoda uzeti su u obzir ciljevi i zadaci rada, kao i

odgovarajuci podaci iz literature.

4.1. Materijal

4.1.1. Izbor materijala

U cilju ispitivanja uticgja blokatora degjodinaza na parametre tireoidne osovine
kod selen-adekvatnih i selendeficitnih juvenilnih pacova, organizovan je ogled po
grupno-kontrolnom sistemu u Agenciji za lekove u Beogradu. Za ogled su koris¢eni
Wistar pacovi stari 21 dan, prosecne telesne mase 48.6+7.8 g, poreklom od “Charles-

River”, Madarska. Ispitivanja su izvedena na jedinkama muskog pola.

U metalne kaveze su smeStene po 4 zivotinje, pri Cemu je prostorija imala
dvanaestodasovni svetlosni reZim sa prose¢nom temperaturom vazduha 24+1 °C.

Hranjenje i napajanje su bili ad libitum.

4.1.2. Eksperimentalni protokol

Ogled jeizveden na ukupno 128 pacova podeljenih u osam jednakih grupa od po
16 jedinki. Pola oglednih Zivotinja (8 jedinki po grupi) je u eksperimentu bilo 3 nedelje,

adruga polovina 7 nedelja. Formirane su sledece ogledne grupe:

Grupa 1 2 3 4 5 6 7 8
Tretman Se Set Se Se* Se Se Se Se
PTU PTU* PTU* PTU PTU PTU" PTU" PTU
IA IA* IA IA* IA IA* IA IA*

Selenadekvatna grupa, netretirana blokatorima (Se'PTUIA"), tokom ogleda je

posmatrana kao kontrolna grupa.

Grupe sa oznakom Se’ (1, 2, 3 i 4) su dobijale hranu za pacove koja je sadrzala
0.334 mg selena po kilogramu hrane, a grupe sa oznakom Se (5, 6, 7 i 8) su hranjene
selendeficitnom hranom (0.031 mg selenalkg hrane). Sastav kontrolne i selendeficitne
hrane su prikazani u tabeli 4.1.1.
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Grupe 2,3,6 i 7 (PTU") su preko vode za pice dobijale propiltiouracil (PTU).
Koncentracija PTU u vodi za pice je bila 150 mg/l, pri ¢emu je svaki dan pravljen svez
rastvor. Zbog gorkog ukusa PTU u vodu je dodavan vestacki zasladivaC. Grupe sa
oznakom PTU" su napajane normalnom vodom za pice.

Jedinkama iz grupa 2, 4, 6 i 8 (IA") je svakih sedam dana intraperitonealno
aplikovana jopanoicna kiselina u dozi 6 mg/100 g TM.

Tokom ogleda su svakih sedam dana vrSena kontrolna merenja telesne mase
pacova. Na kraju ogleda jedinke su uvedene u etarsku anesteziju, a zatim je kardijalnom
punkcijom uzeto 3-5 ml krvi. Deo krvi je koris¢en za odredivanje koncentracije selena i
aktivnosti citosolne glutation peroksidaze (GPx1), a deo za dobijanje plazme nakon
centrifugovanja u epruvetama na 3000 obrtgga/min tokom 20 minuta. Kao
antikoagulaciono sredstvo je koris¢en heparin (15 1J heparina po ml krvi). Iz plazme je
odmah odredivana aktivnost glutation peroksidaze (GPx3), a ostatak plazme je

zamrznut na-20°C dabi se kasnije odredile koncentracije hormona T3, T4 i TSH.

4.1.3. I shrana pacova

Pacovi su hranjeni specijalnim gotovim smeSama za ishranu pacova proizvodaca
Altromin (Nemacka) i to kontrolnom C-1000 (grupe 1,2,3 i 4) i selendeficitnom C-1045

(grupe 5,6,7 i 8) Ciji je hemijski sastav prikazan u tabelama4.1.1.1 4.1.2.

Tabela4.1.1. Hemijski sastav hrane za pacove (Altromin)

Hemijski sastav Kontrolnahrana (C-1000)  Selendeficitna hrana (C-1045)
Metabolicka energija 3518.1 3502.9

Sirovi proteini (%) 17.61 17.33
Sirovamast (%) 5.08 6.02
Sirovavlakna (%) 4.04 3.53

Sirov pepeo (%) 5.49 5.52

Kacijum g/kg 9.53 9.25

Fosfor g/kg 14.74 14.7

Lizin g/kg 17.4 11.5

Metionin  + Cistin 13.89 13.8
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Tabela 4.1.2. KoliCina vitamina i mikroelemenata mg/kg (Altromin)

Ingredijent C-1000  C-1045 Ingredijent C-1000 C-1045
Vitamin A 1U./kg 15 000 16 500 Magnezijummg/kg ~ 739.8 769.27
Vitamin D5 1U/kg 500 550 Natrijum mg/kg 2500.16  2466.2
Vitamin E mg/kg 163.9 165.0 Kalijum mg/kg 7171.34 92029
Vitamin K mg/kg 10.00 11.00 Bakar mg/kg 5.641 8.426
Vitamin B, mg/kg 20.04 22.00 Gvozde mg/kg 17858 17431
Vitamin B, mg/kg 20.32 22.00 Cink mg/kg 29.30 46.73
Vitamin B mg/kg 15.03 16.50 Mangan mg/kg 100.89 98.99
Vitamin By, mg/kg 0.04 0.033 Jod mg/kg 0.450 0.410
Nikotinska kis. mg/kg 50.17 55.00 Kobalt mg/kg 0.147 0.147
Pantotenska kis. mg/kg 50.11 55.00 Selen mg/kg 0334 0031
10.01 11.00

Folna kiselina mg/kg

Holin hlorid mg/kg 10115 11000

Biotin mg/kg 0.2 0.4

Vitamin C mg/kg 20.00 22.00

4.2. Metode

4.2.1. Odredivanje parametara tireoidne osovine

Procena tireoidnog statusa ispitivanih jedinki vrSena je na osnovu vrednosti

koncentracija trijodtironina (T3), tiroksina (T4) i tireostimuliraju¢eg hormona (TSH).

4.2.1.1. Odredivanje koncentracije T31 T4

Za odredivanje koncentracija slobodnog i vezanog trijodtironina (T3) i tiroksina
(T4) Kkoris€eni su komercijalni RIA kitovi (INEP, Zemun). Test se zasniva na
kompetitivnom vezivanju serumskog T3 i T4 i radioaktivno obelezenih T3 i T4 za mali,
ali odredeni broj epitopa na specificnim anti-T3 i anti-T4 antitelima, pri ¢emu nastaju

obelezeni i neobelezeni imunokompleksi. Ukoliko ima viSe serumskog T3 i T4, formira
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se manje obelezenog kompleksa. Posle zavrSene reakcije svi nastali kompleksi su
talozeni polietilenglikolom (PEG) dok su slobodni obelezeni i neobelezeni T3 i T4 kao i
slobodna antitela zaostala u teCnoj fazi. Radioaktivnost taloga merila se
gamascintilacionim brojaem CompuGamma LKB, Belgija. Istovremeno sa uzorcima
seruma su tretirani i standardi koji sadrze razlicite, ali tacno definisane koncentracije T3
i T4. Na osnovu ocitanih vrednosti standarda je formirana standardna kriva pomocu

koje su odredivane koncentracije T3 i T4 u uzorcima.

4.2.1.2. Odredivanje koncentracije TSH

Za odredivanje koncentracija tireotropnog hormona (TSH) u plazmi oglednih
zivotinja korisen je RIA kit (MP Biomedicals, Belgija). Test se zasniva na
kompetitivnom vezivanju TSH i radioaktivno obelezenog #®I-TSH za epitope
visokospecifi€nih poliklonskih zecijih antiTSH antitela. Zbog konstantnih koncentracija
obelezenog TSH i anti-TSH antitela, koli¢ina nagradenih imunokompleksa je zavisila
od koncentracije TSH u uzorku plazme. Nakon inkubacije su se odvajali slobodni i
vezani TSH dodavanjem sekundarnog antitela (miSije monoklonsko anti zeCije 1gG
antitelo). Radioaktivni imunokompleksi su precipitovani centrifugiranjem nakon Cega je
oCitavana radioaktivnost gamascintilacionim brojatem CompuGamma LKB, Belgija.
Istovremeno sa uzorcima seruma su tretirani i standardi koji sadrze razliCite, ali tacno
definisane koncentracije TSH. Na osnovu ocitanih vrednosti standarda je formirana

standardna kriva pomocu koje su odredivane koncentracije TSH u uzorcima.

4.2.2. Odredivanje parametara statusa selena

Status selena eksperimentalnih jedinki procenjivan je na osnovu koliCine selena
u punoj Kkrvi i na osnovu aktivnosti glutation peroksidaze u plazmi (GPx3) i aktivnosti

citosolne glutation peroksidaze (GPx1) u eritrocitima.

4.2.2.1. Odredivanje koncentracije selena u punoj krvi

Koncentracija selena u punoj krvi pacova je odredivana hidridnom tehnikom na
atomskom absorpcionom spektrofotometru. Selen je iz organske materije preveden u
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neorgansko stanje mikrotalasnom digestijom u mikrotalasnoj peci Milestone, model
Touch Control. Svaki uzorak je izmeren i preliven sa 8 mL koncentrovane azotne
kiseline i 2 mL 30% vodonik peroksida. Smesa je u teflonskoj kiveti izlagana
temperaturi od 180°C tokom 15 minuta po predefinisanom temperaturnom programu.
Nakon destrukcije organske materije, sadrZaj kivete je prenesen u normalni sud od 25
mL i dopunjen sa 5M hlorovodoni¢énom kiselinom. U ovako pripremljenom uzorku
selen je bio u obliku Se(V1). Zagrevanjem sa 5M HCL doslo je do redukcije Se (VI) u
Se(1V) koji sa NaBH4 stvara SeH4. Koncentracija nastalog SeH, se odreduje atomskom
apsorpcijom. Analiza je izvedena na uredaju Thermo electron Solaar AA, Series 4, sa
VP70 hidridnim modulom i elektricnim zagrevanjem kvarcne kivete pomocu EC 90
peci. Uzorci su u hidridni modul uno3eni pomocéu AS 2000 autosamplera. Noseci gas za
SeH, bio je argon Cistoée 4.8 sa protokom od 250 mL/min. Stabilizaciono vreme
hidridnog modula tokom gradenja hidrida bilo je 50 sekundi po uzorku, merenje
apsorpcije je vrseno u tri replikata po 4 sekunde, a CisCenje sistema i priprema za sledeci
uzorak je trajadlo 60 sekundi. Kvarcna kiveta je zagrevana na 900°C. Apsorpcija je
merena na 196 nm. Merenje apsorpcije je izvedeno uz pozadinsku korekciju sa
deuterijumovom lampom. Kontrola kvaliteta je izvedena merenjem 3 standardna
rastvora selena (5, 10 i 20 ug/L), izradom kalibracione prave i jednaCine prave.
Korelacioni koeficijent standardne prave je bio 0.998. Standardni rastvori su injektovani
na poCetku i na kraju svakog analitiCkog lota. Kontrola kvaliteta je takodje izvodena
analiziranjem sertifikovanog referentnog materijala BCR 185 (IRMM, Belgija).

Dobijene vrednosti zareplikate su bile u okvirima sertifikovane vrednosti.

4.2.2.2. Odredivanje aktivnosti glutation peroksidaze u punoj krvi i plazmi
Aktivnost citosolne glutation peroksidaze (GPx1) i glutation peroksidaze krvne
plazme (GPx3) odredivana je metodom po Gunzler i sar. (1974) na spektrofotometru
Cecil 2000, sa vodenim kupatilom i termostatom sa stalnom temperaturom pri merenju
od 37°C. Princip merenja je baziran na spektrofotometrijskom registrovanju potrosnje
NADPH u kuplovanom enzimskom sistemu. U ovom nizu reakcija GPx prisutna u
uzorku pune krvi vrsi redukciju tercijarnog butil hidroperoksida (TBH). Glutation se,
kao neposredni davalac vodonika, oksiduje u GS-SG. U drugoj fazi oksidovani glutation
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(GS-SG) se regeneriSe u redukovani oblik pomoéu NADPH. Stabilnost koncentracije
redukovanog glutationa (GSH) odrzava se tako Sto se sistemu dodaje enzim glutation
reduktaza (GR) (E.C.1.6.4.2.). Dva minuta posto reakcija poCne dodavanjem TBH,
brzina potroSnje NADPH se registruje u intervalima po 60 sekundi tokom 3 minuta na
talasnoj duzini od 366 nm. Razlika u brzini potroSnje NADPH izmedu uzorka i slepe
probe predstavlja aktivnost GPx. Slepa proba sadrzi date reagense u istim koli¢inama,
ali bez prisustva uzorka.

Rastvori GR, GSH i NADPH (Sigma-Aldrich) uvek su sveZe pripremani uz
koriS¢enje redestilovane vode kao rastvarata za GR i GSH, odnosno 0.1% NaHCO3; za
NADPH. Sastav neophodnih reagenasai njihove koncentracije prikazani su u tabeli 4.3.

U epruvetu je sipano 500 ul kalijum fosfatnog pufera koji obezbeduje optimalni
pH sredine (pH=7) za delovanje GPx. Zatim je dodato 200 ul glutationa (GSH), 50 pl
glutation reduktaze (GR), 20 pl pune krvi hemolizovane Drapkinovim reagensom
(razblazenje 11 puta) i 480 pl redestilovane vode. Rastvor je preinkubiran u vodenom
kupatilu 10 minuta na 37°C nakon Cega je dodato 200 pl redukovanog koenzima
(NADPH) i 550 ul TBH. Nakon 2 minuta od pocetka reakcije vrSeno je merenje
potroSnje NADPH u intervalima od 30 sekundi.

Aktivnost plazmatske glutation peroksidaze (GPx3) odredivana je istom
postupkom pri Cemu je koliCina uzorka plazme bila 5 pl.

Niska koncentracija TBH (< 2,32 mmol) koja je koris¢ena u ovoj metodi

omogucava da se meri samo aktivnost selenzavisne glutation peroksidaze (Burk i sar.,
1978).



Tabela 4.3. Sastav reagenasa koji su koriséeni za spektrofotometrijsko odredivanje

aktivnosti GPx.
Reagensi Zapremina (ul) Konacna koncentracija
Kalijum fosfatni pufer (400 mmol/L, pH 7,0) 500 100 mmol/L
EDTA (16 mmol/L) 4 mmol/L
GSH (604 mmol/L) 200 6 mmol/L
Glutation reduktaza (GR) 50 0,375 1Jml
Punakrv (razbl. 11x); plazma 20;5
Redestilovana voda 480; 495
10 minuta preinkubacija na 37°C
NADPH (3 mmol/L u0,1% NaHCO,) 200 0,3 mmol/L
Tercijarni butil-hidroperoksid (6,3 nmol/L) 500 1,575 mmol/L
Start reakcije

Posle 2 minuta, registrovanje potroSnje NADPH na 366 hm

4.3. Statisticka obrada podataka

Rezultati dobijeni u ovom ogledu su grupisani u odgovarajuce statistiCke serije
obradeni uz primenu nekoliko matemati¢ko-statistiCkih metoda koriS¢enjem programa
MS Excel 2007 i GraphPadPrism5. U radu su primenjene sledete metode: mere
varijacijei metod dvofaktorske analize varijanse sa Bonferoni testom.

Mere varijacije su omogucile da se prati varijabilitet unutar svakog obelezja,
kako apsolutno, tako i relativno, a preko koeficijenta varijacije i poredenja varijacija
izmedu obeleZja. Analize znaCajnosti statistiCkih razlika izmedu pojedinih tretmana
izvrSene su Student t-testom na nivou rizika od 5%, 1% i 0,1%, pa su i zakljucci dati sa
odgovarajuc¢om verovatnocom (95%, 99% i 99.9%).

Dobijeni i obradeni rezultati su prikazani numeri¢ki u vidu tabela, a u cilju
vizuelne komparacije eksperimentalno utvrdenih numerickih vrednosti koris¢eni su
histogrami.

Za ocenu korelacionih parametara koriS¢ena je Pearson-ova tablica koeficijenata

korelacije.
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5. Rezultati

5.1. Telesne mase pacova

Merenje telesne mase oglednih Zivotinja vrSeno je svakih sedam dana od ulaska
jedinki u ogled. Na pocCetku eksperimenta (0 dan) izmerena je masa svih oglednih
Zivotinja i u proseku je iznosila 48,6+7,8 g. Zatim su formirane grupe sa ujednacenim
telesnim masama. Ve¢ nakon nedelju dana selendeficitne jedinke tretirane
propiltiouracilom (ogledna grupa 7) su imale statistiCki znacajno niZzu telesnu masu
(p<0,01) u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 5.1.1.). Ovakav trend se nastavio druge i
treCe nedelje pri cemu su razlike u telesnoj masi izmedu ovih grupa postale statisticki
jos znacajnije (p<0,001). Nakon tri nedelje su sve selendeficitne grupe imale statistiCki
znaCajno manju prosecnu telesnu masu od kontrolne grupe. Posle pet nedelja tretmana,
grupe koje su preko vode dobijale PTU (2, 3, 6 i 7) su imale statisticki znaCano nize
telesne mase od kontrolne grupe pri ¢emu su selendeficitni pacovi (6 i 7) imali duplo
manje telesne mase u odnosu na kontrolnu grupu. Nakon sedam nedelja tretmana, grupe
tretirane sa PTU su imale statisticki znac¢ajno niZe telesne mase u odnosu na kontrolnu
grupu na nivou znacajnosti p<0,001. Selendeficitne jedinke tretirane sa jopanoicnom
kiselinom (l1A) su imale prosecno istu telesnu masu kao i selendeficitne jedinke koje
nisu dobijale blokator. Takode, selenadekvatne jedinke tretirane sa 1A su imale sline

telesne mase kao i kontrolna grupa.

Tabela5.1.1. Prosecnatelesna masa (X sr+SD) pacovatokom trgjanja ogleda 7 nedelja

(9).
Grupa Nedelja

0 1 2 3 4 5 6 7
PTU IA° 492487 821+120 1250+143 1761#19,2 1972194  2185+185 2536£220  289,8+265
PTUTIAY 51,0£80 831+106 117,5+125  156,6+13,6  1834+181  189,0+135°  206,1+129°  220,6+11,0°
PTUTIA™ 524+103 85697 1250+125  160,0¢17,8  1930+16,6  194,8+19,1°  209,2+228°  233,9+27,%°
PTU IAT 482482 817+122 127,0¢163  177,6+17,5  2028+288  2156+258 239,1421,8  288,6+265
PTU IA 53660  758:7,2 1089+9,8° 1545+142°  187,1+150  1975+14,7%  2347+162°  267,0£17,4°
PTU'IAY 547x70  753t91  99,9+10,7° 1191#126° 133,5¢10,1°  124,8+8,9° 124,5+9,3° 128,747,7°
PTU'IA®  485t61 685:81°  925:9,3°  1129+122°  121,0+105°  111,3+9,0° 116,1+¢13,2°  119,7+14.4°
PTU IA®  530:67  744+65 107,2¢91° 1522+#11,7°  1885:20,9  199,6+19,5°  2231#19,7°  267,8+26,6

ap<0,05 b-p<0,01 c-p<0,001
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Analizirajuci uticaj selena i blokatora na telesne mase metodom dvofaktorske
analize varijanse, uoCen je znacajan uticaj oba faktora samostalno i u interakciji, nakon
tri i nakon sedam nedeljatretmana (Tabela 5.1.2.).

Tabela5.1.2. F vrednosti i znaCajnost uticgja selenai blokatora dejodinaza na telesne
mase pacova (dvofaktorska analiza varijanse- two-way ANOVA).

3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 4,58 (p<0,001) 124,5 (p<0,001)
Status selena 146,30 (p<0,001) 138,3 (p<0,001)
Blokatori x Se 35,25 (p<0,01) 20,26 (p<0,001)
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5.2. Koncentracijatiroksina (T4)

Nivo tiroksina u krvnoj plazmi ispitivanih grupa se nakon tronedeljnog tretmana
kretao od 18,46+8,74 nmol/L do 94,48+15,89 nmol/L (Tabela 5.2.1., Grafikon 5.2.1.).
Grupe koje su dobijale propiltiouracil (Se'PTUIA", Se'PTU'IA", SePTU'IA" i Se
PTU'IA") su imale izrazito niZze koncentracije T4 u odnosu na grupe koje su napajane

vodom bez PTU.

Tabela 5.2.1. Koncentracijatiroksina (T4) u krvnoj plazmi pacova nakon tretmana 3 i

7 nedelja (nmol/L).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) v
3 nedelje
PTU IA 7 85,94 23,689 10,594 27,56 51,26-115,16
Ser PTU" IA" 7 33,21 6,977 2,848 21,01 23,97-43,85
PTU' IA 7 27,17 6,072 2,146 22,35 17,51-32,75
PTU IA” 7 93,28 12,513 4,729 1341 76,91-112,68
PTU IA 7 85,66 11,053 4,512 12,90 73,09-103,25
e PTU"IA" 8 24,82 11,601 4,385 46,75 11,13-41,98
PTU' IA 7 18,46 8,736 3,907 47,32 10,67-28,12
PTU IA” 8 94,48 15,892 5,616 16,82 66,51-114,55
7/ nedeja
PTU IA 8 64,65 9,067 3,204 14,03 52,05-75,57
Ser PTU"IA" 8 29,98 5,141 2,571 17,15 23,25-38,93
PTU" IA 8 14,78 6,477 2,896 43,81 6,20-27,27
PTU IA” 7 84,44 21582 10,791 2556  55,56-109,53
PTU IA 8 82,56 8,542 3,487 10,35 68,22-99,85
e PTU"IA" 5 3,69 2,095 1,048 56,77 1,65-6,98
PTU" IA 8 <5 / / / /
PTU IA” 8 96,83 20,065 7,584 20,72  82,16-136,50

Slicna situacija je zabelezena i sedme nedelje, kada su koncentracije T4

selendeficitnih jedinki tretiranih sa PTU bile toliko niske da su izaSle iz opsega
merljivosti koriS¢enih RIA kitova (Grafikon 5.2.2.). Nakon sedam nedelja tretmana
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najvida prosetna koncentracija tiroksina je zabeleZzena u oglednoj grupi SEPTUIA™ i
iznosilaje 96,83+20,06 nmol/L.

S?Jr Se-
120 k '
[ ) : " \
3 100 I I
9328 I 94.4
80 - 85.66 i

Koncentracija T4 (nmol

i | i
18.41
PTU PTU IA PTU PTU IA

IA IA

Grafikon 5.2.1. Koncentracijatiroksina (T4) u krvnoj plazmi oglednih pacova nakon

3 nedelje tretmana (nmol/L).
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Grafikon 5.2.2. Koncentracijatiroksina (T4) u krvnoj plazmi oglednih pacova nakon
7 nedelja tretmana (nmol/L).
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Analizirajuci uticaj selena i blokatora dejodinaza na koncentraciju tiroksina u krvi
metodom dvofaktorske analize varijanse, uoCen je snazan uticaj blokatora nakon tri
nedelje tretmana (p<0,001), a nakon sedam nedelja, blokatori su samostalno i u
interakciji sa selenom uticali na koncentraciju T4 (Tabela5.2.2.).

Tabela 5.2.2. F vrednosti i znaCajnost uticga selena i blokatora dgjodinaza na

koncentraciju tiroksina (T4) u krvnoj plazmi pacova (dvofaktorska
analiza varijanse- two-way ANOVA).

3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 114,3 (p<0,001) 175,2 (p<0,001)
Status selena 1,357 (p>0,05) 0,399 (p>0,05)
Blokatori x Se 0,568 (p>0,05) 11,36 (p<0,001)

StatistiCki zna€ajno niZze koncentracije T4 (p<0,001) nakon tronedeljnog i
sedmonedeljnog tretmana zabelezene su u selenadekvatnim grupama kao i
selendeficitnim grupama, tretiranim sa PTU. Kod jedinki koje su u eksperimentu bile
sedam nedelja, statistiCki znacajno povecanje koncentracije T4 u odnosu na kontrolnu

grupu je zabeleZzeno kod selenadekvatnih i selendeficitnih grupa tretiranih jopanoi¢nom
kiselinom (Tabela5.2.3.)
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Tabela 5.2.3. ZnacCajnost razlika u vrednostima koncentracija tiroksina (T4) u krvnoj
plazmi pacova nakon tretmana 3 i 7 nedelja, Studentov t-test (nsz-nije

statistiCki znaCajno, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

3 nedeje
Se+ Se-
PTUIA | PTUIA" | PTU'IA" | PTUIA" | PTUIA | PTUTIA® | PTUTIA | PTU IA]
PTU IA * %% * %% nSZ ng * %% * %% ng
PTU+|A+ nSZ * k% * %% nSZ *%* * %%
Se+ PTU+|A_ * k% * %% nSZ nSZ * %%
PTU_|A+ nSZ * k% * k% nSZ
PTU IA * %% * %% nSZ
PTU" IA* nsz Kk
Se- -
PTU" IA *xx
PTU IA*
7nedelja
Set+ Se-
PTU IA ‘ PTU'IA* | PTU'IA ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU'IA* | PTU'IA ‘ PTU IA*
PTU IA * %% * %% nSZ nSZ * %% * %% nSZ
PTU+|A+ nSZ * %% * %% nSZ * % * %%
$+ PTU+|A * %% * %% nSZ nSZ * %%
PTU IA* nsz * k% * k% nsz
PTU IA * %% * %% nSZ
PTU'IA* nsz **x
Se- -
PTU* 1A Kk
PTU IA*

ZnacCajnost razlika u koncentracijama T4 u krvnoj plazmi pacova izmedu jedinki
tretiranih 3 1 7 nedelja prikazana je u tabeli 5.2.4. Duzina tretmana je uticala na pad
koncentracije T4 pri Cemu je statistiCki znaCajan pad uocen u kontrolnoj grupi kao i u

oglednim grupama 3, 6 i 7. StatistiCki najznacajniji pad koncentracije T4 je zabeleZen u

selendeficitnoj grupi tretiranoj propiltiouracilom.

Tabela 5.2.4. ZnaCajnost razlika u koncentracijama tiroksina (T4) u krvnoj plazmi

pacova izmedu jedinki tretiranih 3 i 7 nedelja, Studentov t-test.

Se+

PTU IA® PTU'IA® PTU'IA° PTU IA" PTU IA

p<0,05

Se-

PTU" IAY

PTU"IA

PTU IA*

nsz p<0,01 nsz nsz

p<0,01 p<0,001

nsz
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5.3. Koncentracija trijodtironina (T3)

Prosecne vrednosti koncentracije trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi pacova

ispitivanih grupa kao i mere varijacije ovog parametra prikazane su u tabeli 5.3.1.

Tabela 5.3.1. Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi pacova nakon tretmana 3
I 7 nedelja (nmol/L).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) v
3 nedelje
PTU IA 7 2,23 0,318 0,120 14,288 1,71-2,61
Se+ PTU'IA" 7 0,94 0,630 0,238 66,930 0,15-1,61
PTU' IA 8 1,20 0,405 0,143 33,727 0,62-1,57
PTU IA" 7 2,31 0,190 0,072 8,204 2,02-2,57
PTU IA 7 1,92 0,291 0,110 15,152 1,53-2,29
- PTU"IA" 8 1,03 0,573 0,202 55,825 0,35-1,77
PTU IA 7 1,61 0,431 0,163 26,743 0,78-2,07
PTU IA" 6 2,21 0,315 0,129 14,275 1,81-2,73
7 nedelja
PTU IA 8 1,74 0,173 0,061 9,946 1,33-1,90
Se+ PTU"IA" 8 1,92 0,127 0,045 6,607 1,79-2,10
PTU' IA 8 1,91 0,195 0,069 10,194 1,61-2,12
PTU IAY 8 1,73 0,218 0,080 12,202 1,45-2,02
PTU IA 8 2,07 0,246 0,087 11,873 1,70-2,53
e PTU"IA* 8 1,66 0,445 0,168 26,891 1,05-2,35
PTUIA 8 1,12 0,540 0,191 48,127 0,21-1,63
PTU IA" 8 2,16 0,273 0,096 12,612 1,64-2,51

NajniZza prosecna vrednost T3 nakon tri nedelje tretmana je zabeleZena u
oglednoj grupi 2 (Se"PTU’IAY) i iznosila je 0,94+0,63 nmol/L, a najvida u oglednoj
grupi 4 (S€'PTUTIAY), 2,31+0,19 nmol/L. NiZze vrednosti su bile izrazene kod
selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih propiltiouracilom (Grafikon 5.3.1.).

Nakon sedam nedelja tretmana doslo je do izjednaCavanja koncentracije T3 kod
selenadekvatnih jedinki i vrednosti su se kretale od 1,73+0,22 nmol/L (ogledna grupa 4)
do 1,92+0,13 nmol/L (ogledna grupa 2) (Grafikon 5.3.2.). Najniza vrednost ovog
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parametra je zabelezena u selendeficitnoj grupi tretiranoj propiltiouracilom (ogledna

grupa?).
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Grafikon 5.3.1. Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi oglednih pacova
nakon 3 nedelje tretmana (nmol/L).
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Grafikon 5.3.2. Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi oglednih pacova
nakon 7 nedeljatretmana (nmol/L).
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Metodom dvofaktorske analize varijanse, uoceno je da je tretman sa blokatorima
uticao na vrednosti T3 u krvi i nakon tri i nakon sedam nedelja tretmana. Nakon sedam
nedelja tretmana, i interakcija izmedu selena i blokatora dejodinaza je takode uticala na
vrednosti T3 (Tabela5.3.2.).

Tabela 5.3.2. F vrednosti i znaCajnost uticaja selena i blokatora dejodinaza na
koncentraciju T3 u krvnoj plazmi pacova (dvofaktorska analiza

varijanse- two-way ANOVA).
3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 27,74 (p<0,001) 6,339 (p<0,001)
Status selena 0,034 (p>0,05) 0,898 (p>0,05)
Blokatori x Se 1,843 (p>0,05) 13,68 (p<0,001)

Selenadekvatne i selendeficitne ogledne zivotinje tretirane propiltiouracilom sa ili
bez jopanoicne kiseline su nakon tri nedelje imale statisticki znacajno niZe vrednosti T3
(Tabela 5.3.3.). Nakon 7 nedelja tretmana, nisu postojale statistiCki znaCajne razlike
izmedu koncentracija T3 selenadekvatnih jedinki. Selendeficitna grupa tretirana sa PTU
je imala statisticki znacajno nizu koncentraciju T3 u krvi u odnosu na kontrolnu grupu

kao i u odnosu na selendeficitnu grupu netretiranu sa blokatorima (SePTU'IA”).



Tabela 5.3.3. ZnacCajnost razlika u vrednostima koncentracija trijodtironina (T3) u krvnoj
plazmi pacova nakon tretmana 3 i 7 nedelja, Studentov t-test (nsz-nije
statistiCki znaCajno, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

3 nedelje
Se+ Se-
PTU IA° ‘ PTU'IA* | PTU' IA° ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU'IA* | PTU" 1A ‘ PTU IA*

PTU IA *k* *** nSZ nSZ *k* * nSZ

PTU" IA* nSZ *k* ** nSZ * **
Se+ PTU" IA” *k* ** nSZ nSZ *k*

PTU IA* * *** ** nSZ

PTU IA ** nsz nsz

PTU"IA" * *xx
Se- -

PTU" 1A *

PTU IA*

7 nedelja
Se+ Se-
PTU IA° ‘ PTU'IA" | PTU'IA° ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU'IA" | PTU" 1A ‘ PTU IA*

PTU IA nsz nsz nsz *x nsz * *x

PTU"IA" nsz nsz nsz nsz *x *
Set PTU* IA nsz nsz nsz *x nsz

PTU A" * nsz * **

PTU IA nsz ** nsz
. PTU"IAT nsz *

PTU" IA il

PTU IA*

Znacajnost razlika u koncentracijama T3 u krvnoj plazmi pacova izmedu jedinki
tretiranih 31 7 nedelja prikazana je u tabeli 5.3.4. Kod selenadekvatnih jedinki tretiranih
saPTU (ogledne grupe 2 i 3), doSlo je do statistiCki znacajnog povecanja koncentracije
T3 u krvi u periodu od trece do sedme nedelje tratmana. Kod selendeficitnih jedinki
tretiranih i sa PTU i sa jopanoicnom kiselinom, doslo je do statisticki znaCajnog porasta

koncentracije T3, dok je tretman samo sa PTU doveo do pada koncentracije T3 u krvi.

Tabela 5.3.4. ZnaCajnost razlika u koncentracijama trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi
pacova izmedu jedinki tretiranih 3 i 7 nedelja, Studentov t-test

Set+ Se-
PTU IA" PTU'IA® PTU'IA" PTU IA" PTU IA" PTU'IA® PTU'IA° PTU IA"
p<0,01 p<0,001 p<0,001 p<0,001 nsz p<0,05 p<0,05 nsz
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5.4. Koncentracija tireostimuliraju¢eg hormona (T SH)

Nivo tireostimulirajuéeg hormona (TSH) u krvnoj plazmi oglednih Zivotinja,
nakon tri nedelje tretmana, bio je najnizi u kontrolnoj grupi (Se*PTUIAY) i iznosio je
2,947+0,825 ng/mL (Tabela 5.4.1., Grafikon 5.4.1.). Ogledne grupe tretirane
propiltiouracilom su imale nekoliko puta vecu koncentraciju TSH, i to 71,186+9,275
ng/mL grupa tretirana sa PTU i jopanoicnom kiselinom (Se*PTU'IA™), odnosno
87,827+10,339 ng/mL grupa tretiranasamo saPTU (Se'PTU'IA).

Tabela 5.4.1. Koncentracija tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) u krvnoj plazmi pacova
nakon tretmana 3 i 7 nedelja (ng/mL).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) lv
3 nedelje
PTUIA" 5 2,98 0,825 0,369 27,750 2,45-4,17
Set PTU'IA® 5 71,19 9,275 4,148 13,029 60,43-86,02
PTU'IA° 6 87,83 10,339 4,221 11,772 74,57-100,61
PTUIA" 6 6,02 2,779 1,134 46,185 2,84-9,29
PTUIA" 6 6,57 3,026 1236 46,077 2,15-9,02
S PTU"IA" 6 83,03 12,707 5188 15305 63,80-96,94
PTU IA® 6 85,43 15,639 6,385 18,306 60,72-108,16
PTUIA® 6 4,54 2,630 1,074 57,930 2,35-8,87
7 nedelja
PTUIA" 6 5,04 3,276 1,337 64,976 1,14-9,45
Set PTU'IA" 6 74,07 8,471 3458 11,436 61,56-84,35
PTU" IA 5 73,70 13,203 5905 17,915 50,81-83,05
PTU IA" 5 9,05 0,442 0,198 4,879 8,64-9,68
PTU IA 8,91 0,635 0,284 7,126 8,01-9,67
S PTU" A" 91,38 13,049 5836 14,280 75,45-106,28

5
5
PTU" IA 5 99,94 5,359 2,397 5362 93,03-107,53
PTU IA* 4 7,57 2,234 1,117 29,506 4,30-9,34

Kod jedinki koje su u eksperimentu bile sedam nedelja (Tabela 5.4.1., Grafikon
5.4.2)), najniza srednja vrednost TSH je takode zabeleZzena kod kontrolne grupe
(5,04+3,28 ng/mL), a najvisa kod selendeficitnih jedinki tretiranih sa PTU (99,94+5,36

ng/mL).
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Grafikon 5.4.1. Koncentracija TSH u krvnoj plazmi pacova nakon 3 nedelje ogleda,
(ng/mL).
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Grafikon 5.4.2. Koncentracija TSH u krvnoj plazmi pacova nakon 7 nedelja ogleda,

(ng/mL).
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Analizirajuci uticaj selena i blokatora na koncentraciju TSH u krvi metodom
dvofaktorske analize varijanse, uoCen je veliki uticaj blokatora nakon tri nedelje
tretmana (p<0,001), a nakon sedam nedelja, na nivo TSH u krvi su uticali i blokatori i
status selena samostalno i u interakciji (Tabela5.4.2.).

Tabela 5.4.2. F vrednosti i znaCajnost uticaja selena i blokatora dejodinaza na
koncentraciju TSH u krvnoj plazmi pacova, (dvofaktorska analiza

varijanse- two-way ANOVA).
3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 284,2 (p<0,001) 344,4 (p<0,001)
Status selena 1,197 (p>0,05) 22,87 (p<0,001)
Blokatori x Se 1,525 (p>0,05) 6,903 (p<0,001)

Ogledne grupe koje su dobijale propiltiouracil (2, 3, 6 i 7) su imale statisticki
znaCajno Visi nivo TSH u krvi od kontrolne grupe i nakon tri nedelje i nakon sedam
nedelja tretmana (Tabela 5.4.3.). Selendeficitne jedinke su imale visi nivo TSH u

odnosu na kontrolnu selenadekvatnu grupu i nakon tri i nakon sedam nedel ja tretmana.
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Tabela 5.4.3. ZnaCajnost razlika u vrednostima koncentracija tireostimulirajuceg
hormona (TSH) u krvnoj plazmi pacova nakon tretmana 3 i 7 neddlja,
Studentov t-test (nsz-nije statisticki znaCajno, *p<0,05, **p<0,01,

*%%<0,001).
3 neddije
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU" IA* PTU" IA” ‘ PTU IA* PTU IA ‘ PTU" IA* PTU* 1A ‘ PTU IA*
PTU IA * %% * %% * * * %% * %% nsz
PTU+IA+ * * %% * %% nSZ nSZ * %%
Se PTU+|A_ * k% * %% nsz nSZ * %%
PTU IA* nsz *k* KE* nsz
PTU IA * %% **k%* nSZ
S PTU" A" nsz k%
PTU'IA *xx
PTU IA*
7 nedelja
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU' IA* PTU' A ‘ PTU IA* PTU IA ‘ PTU' IA* PTU' 1A ‘ PTU IA*
PTU IA * %% *** * * *** * %% nSZ
PTU+|A+ nSZ * %% * %% * * %% * %%
Se+ PTU+|A_ * %% * %% nSZ ** * %%
PTU IA* nsz *kk *xx nsz
PTU IA **%* **k%* nSZ
S PTU" A" nsz k%
PTU'IA *x%
PTU IA*

U tabeli 5.4.4. su prikazane statisticke znacajnosti razlika koncentracija TSH
izmedu oglednih grupa nakon 3 i 7 nedelja tretmana. Nivo hormona je u gotovo svim
grupama bio visi nakon tretmana od 7 nedelja. Medutim, kod kontrolne grupe (Se"PTU"
IA") i selenadekvatne grupe tretirane sa oba blokatora istovremeno (Se'PTU'IAY), kao i

kod selendeficitnih grupa5i 6, ovo povecanije nije bio statistiCki znacajno.

Tabela 5.4.4. ZnaCajnost razlika u koncentracijama tireostimuliraju¢eg hormona (TSH) u
krvnoj plazmi pacova izmedu jedinki tretiranih 3 i 7 nedelja, Studentov t-

test.
Set Se-
PTU IA" PTU'IA* PTU'IA° PTU IA* PTU IA" PTU'IA* PTU'IA" PTU IA*
nsz nsz p<0,05  p<0,05 nsz nsz p<0,05 p<0,05
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5.5. Procentualni odnos T3/T4 (procenat konverzije T4 u T3)

NajniZa procentualna zastupljenost T3 u odnosu na T4 treCe nedelje ogleda je
zabeleZena u oglednoj grupi 8 (S€PTU'IAY) i iznosila je 2,20%. Najvisa vrednost je
zabeleZena u oglednoj grupi 7 (S€PTU’IAY), a bila je 10,03%. Najvisi procenat
konverzije T4 u T3 je bio u grupama tretiranim propiltiouracilom i iznosio je 4,47% kod
selenadekvatnih jedinki i 10,03% kod selendeficitnih jedinki (Tabela 5.5.1., Grafikon
55.1).

Tabela 5.5.1. Konverzija tiroksina u trijodtironin (T3/T4x100) kod pacova nakon
tretmana 3i 7 nedelja (%).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) Iv
3 nedelje
PTU IA 7 2,71 0,608 0,230 22,37 2,09-3,94
Set PTU"IA" 7 2,65 1,50 0,565 56,37 0,57-4,40
PTU" IA 7 447 1,580 0,596 35,27 1,88-6,50
PTU IA” 7 2,51 0,307 0,116 12,24 2,16-2,96
PTU IA 7 2,24 0,205 0,078 9,15 1,95-2,49
Se- PTU"IA* 8 411 1,477 0,522 35,98 2,32-6,73
PTU" IA 7 10,03 4,483 1,694 4471 6,16-16,54
PTU IA” 6 2,20 0,411 0,168 18,62 1,58-2,60
7 nedelja
PTU IA 8 2,72 0,426 0,151 15,65 2,16-3,36
Set+ PTU" IA" 8 6,53 0,868 0,307 13,31 5,40-7,78
PTU' IA 8 15,19 6,497 2,297 42,77 7,78-27,51
PTU IA” 7 2,14 0,459 0,174 21,46 1,72-2,88
PTU IA 8 2,51 0,135 0,048 5,38 2,30-2,70
Se- PTU" IA" 5 62,06 31,330 14,040 50,49  32,34-100,0
PTU' IA / / / / / /
PTU IA” 8 2,28 0,374 0,132 16,38 1,79-2,75

Nakon sedam nedelja tretmana, konverzija T4 u T3 u kontrolnoj grupi je ostala
ista, a u grupama tretiranim propiltiouracilom je doSlo do viSestrukog povecanja
procenta konverzije koji je kod ogledne grupe 2 (Se'PTUIA™) iznosio 6,53% S&to je

2,46 puta viSe u odnosu na istovetno tretirane jedinke nakon 3 nedelje ogleda, a u

60



oglednoj grupi 3 (Se'PTU'IA") 15,19%, $to je 3,4 puta vise u odnosu na istovetno
tretirane jedinke nakon 3 nedelje ogleda. Kod selendeficitnih jedinki procentualno
povedanje konverzije je bilo jo3 izraZenije te je u oglednoj grupi 6 (SEPTU'IAY)
iznosilo 62,06%, Sto je 15,1 puta veca konverzija u odnosu na konverziju kod istovetno
tretiranih jedinki nakon 3 nedelje ogleda. Zbog niskih vrednosti tiroksina kod jedinki
ogledne grupe 7 (SePTUIA"), nije bilo mogude utvrditi talan procenat konverzije T4 u
T3, ali se, sudeéi po vrednostima T3, priblizio vrednosti od 100% (Tabela 5.5.1.,
Grafikon 5.5.2.).

Se” Se
70.0 ! I
\‘r |
60.0
500
o
3
= 40.0
(ag]
—
30.0
20.0
10.0 I {
. _ 4.47 .
271 265 2.51 2.24 47“ 10.03| 2.20
O_Oﬁég - =4 -
PTU P A PTU: | PTW.  [A
IA IA

Grafikon 5.5.1. Procenat konverzije T4 u T3 nakon 3 nedelje tretmana.
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Grafikon 5.5.2. Procenat konverzije T4 u T3 nakon 7 nedelja tretmana.

Nakon tri i nakon sedam nedelja, status selena i primena blokatora su znacajno
uticali na procenat konverzije tiroksina u trijodtironin (Tabela 5.5.2.), a Sto je pokazala

analizavarijanse.

Tabela 5.3.2. F vrednosti i znaCajnost uticgja selena i blokatora dejodinaza na
procenat konverzije T4 u T3, (dvofaktorska analiza varijanse- two-

way ANOVA).
3 nedelje 7/ neddja
Blokatori 21,07 (p<0,001) 32,12 (p<0,001)
Status selena 9,672 (p<0,01) 54,93 (p<0,001)
Blokatori x Se 7,825 (p<0,001) 18,37 (p<0,001)

Nakon tri nedelje eksperimenta, statistiCki znaCajno veCi procenat konverzije
izraCunat je u selenadekvatnim i selendeficitnim grupama tretiranim sa PTU. Ogledna
grupa 6, koja je dobijala PTU i jopanoi¢nu kiselinu zajedno, imala je povecan procenat

konverzije T4 u T3, ali ovo povecanje nije bilo statisticki znaCajno. Nakon sedam
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nedelja tretmana, statisticki znaajno povecanje procenta konverzije T4 u T3 je

zabelezeno kod selendeficitnih jedinki kojima je aplikovana i jopanoicna kiselina i PTU

i to na nivou p<0,001. Selendeficitne jedinke tretirane PTU su imale visok nivo

konverzije, ali taCan procenat kao i statistiCku znacajnost nije bilo moguce odrediti zbog

izrazito niskih vrednosti tiroksina u krvnoj plazmi oglednih Zivotinja (Tabela 5.5.3.).

Tabela 5.5.3. Znacajnost razlika u konverziji T4 u T3 kod pacova nakon tretmana 3 i 7

nedelja, Studentov t-test (nsz-nije statistiCki znaCajno, *p<0,05,
**n<0,01, ***p<0,001).
3 nedelje
Set Se-
PTU IA ‘ PTU*IA* | PTU'IA ‘ PTU IA® | PTU IA® ‘ PTU'IA* | PTUIA ‘ PTU IAY
PTU IA nsz * nsz nsz * *x nsz
PTU"IA" * nsz nsz nsz *x nsz
Se+ PTU' A" * * % nSZ * * %
PTU IA nsz * ** nsz
PTU IA * **% nsz
PTU" IA* * *
Se PTU" IA° **
PTU IA*
7 nedelja
Set Se-
PTU IA° ‘ PTU*IA® | PTUIA ‘ PTU IA® | PTU IA® ‘ PTUTIA® | PTUTIA ‘ PTU IAY
PTU IA * %% * k% * nsz * / nsz
PTU" IA* * % * k% * %% * / * %%
Se+ PTU IA” * %% * %% * / * %%
PTU IA* nsz * / nsz
PTU IA" * / nsz
PTU* IAY / *
Se- :
PTU' IA /
PTU IAY

Status selena i primena jopanoicne kiseline nije dovela do promene konverzije

T4 u T3 u periodu izmedu treCe i sedme nedelje tretmana, ali je primena PTU izazvala

znaCajno povecanje stepenakonverzije T4 u T3 (Tabela5.5.4.).
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Tabela 5.5.4. Znacajnost razlika u konverziji T4 u T3 izmedu jedinki tretiranih 31 7
nedelja, Studentov t-test.

Se+ Se-
PTUIA" PTU'IA" PTU'IA" PTU IA* PTU IA" PTU'IA*  PTU'IA°  PTUIA"
nsz p<0,001 p<0,01 nsz p<0,05 p<0,05 p<0,001(?) nsz

5.6. Koncentracija selena u punoj krvi

Prosecna koncentracija selena u punoj krvi eksperimentalnih zivotinja nakon tri
nedelje tretmana je bila najniza u grupi sa selendeficitnom ishranom (SePTUIA") i
iznosila je 58,17+8,26 pg/L. Najvisa proseCna vrednost ovog parametra bila je
zabeleZena kod selenadekvatnih jedinki koje su dobijale jopanoi¢nu kiselinu i iznosila je
485,5+105,8 ug/L (Grafikon 5.6.1., Tabela5.6.1.).

Tabela. 5.6.1. Koncentracija selena u krvi pacova tokom ogleda, (ug/L).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) v
3 nedelje
PTU IA 5 364,8 98,06 43,85 26,88 280,0-526,0
Set PTU" IA" 6 269,5 85,10 34,74 31,58 123,0-363,0
PTU" 1A 6 4777 105,41 43,03 22,06 291,0-586,0
PTU IA* 6 485,5 105,79 39,98 21,79 287,0-630,0
PTU IA 6 58,17 8,26 3,37 14,19 47,0-70,0
S PTU" IA" 4 67,25 4,50 2,25 6,69 62,0-71,0
PTU" A 5 66,60 16,62 7,43 24,96 51,0-90,0
PTU IA" 8 63,50 13,88 4,91 21,85 41,0-86,0
7 nedelja
PTU IA 7 514,0 1251 47,27 24,33  308,0-665,0
Set PTU IA" 5 315,6 168,6 75,40 53,43 189,0-566,0
PTU" IA 5 4274 145,7 65,15 34,08 331,0-682,0
PTU IA* 6 493,8 171,5 70,03 34,74  287,0-785,0
PTU IA 6 84,17 44,43 18,14 52,79  53,0-171,0
S PTU" A" 6 83,67 28,20 11,51 33,71  50,0-112,0
PTU" IA 5 94,20 41,54 18,58 44,10  73,0-164,0
PTU IA” 6 68,83 10,76 4,39 15,63 47,0-75,0




Nakon sedam nedelja tretmana, proseCna koncentracija selena je bila najvisa u
kontrolnoj grupi (Se'PTUIAY) i iznosila je 514,0+1251 pg/L, a najniza u

selendeficitnoj grupi tretiranoj sa jopanoiénom kiselinom (S€PTUIAY) i iznosila je

68,83+10,76 pg/L, (Grafikon 5.6.2.).
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Grafikon 5.6.1. Koncentracija selena u punoj krvi pacova nakon 3 nedelje ogleda

(ug/L).
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Grafikon 5.6.2. Koncentracija selena u punoj krvi pacova nakon 7 nedelja ogleda

(g/L).

Nakon tri nedelje tretmana, upotreba blokatora, kao i koli€ina selena u ishrani su
imali znaCajan uticaj na koncentraciju selena u krvi ispitivanih jedinki (Tabela 5.6.2.).
Nakon sedam nedelja tretmana naovaj parametar je uticao samo nivo selena u hrani.

Tabela 5.6.2. F vrednosti i znaCajnost uticgja selena i blokatora dejodinaza na
koncentraciju selena u krvi pacova, (dvofaktorska analiza varijanse-

two-way ANOVA).
3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 9,301 (p<0,001) 1,755 (p>0,05)
Status selena 315,0 (p<0,001) 117,9 (p<0,001)
Blokatori x Se 9,282 (p<0,001) 2,037 (p>0,05)

lako su razlike u koncentraciji selena u krvi selenadekvatnih jedinki bile
oCigledne, t-test nije pokazao statistiCke znacajnosti izmedu ovih grupa nakon tri nedelje
tretmana. Selendeficitne grupe su u ovom periodu imale statisticki znaCajno nize
koncentracije selena u odnosu na kontrolnu grupu i to na nivou znacajnosti p<0,001
(Tabela5.6.3.).
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Nakon sedam nedelja tretmana izmedu koncentracija selena u Kkrvi
selenadekvatnih jedinki nisu postojale statistiCki znaCajne razlike, iako je grupa tretirana
sa oba blokatora imala izrazito nizu koncentraciju. Selendeficitne jedinke su u istom
periodu imale statisticki znaCajno niZzu koncentraciju selena u krvi u odnosu na

kontrolnu grupu.

Tabela 5.6.3. ZnaCajnost razlika u koncentraciji selena kod jedinki tretiranih 3 i 7
nedelja, Studentov t-test (nsz-nije statistiCki znaCajno, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).

3 nedelje
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU"IA® | PTU"IA ‘ PTU IA® | PTU IA ‘ PTU"IA® | PTU"IA ‘ PTU IA*

PTU IA nSZ nSZ nSZ ** ** ** **

PTU'IA* ** ** ** ** ** **
Set

PTU' A" nsz *k* *k* *k* *k*

PTU IA* * k% *k* *k* * k%

PTU IA nsz nsz nsz

PTU" 1A nsz nsz
Se- "

PTU'IA nsz

PTU IA*

7 nedelja
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU"IA® | PTU"IA ‘ PTU IA® | PTU IA ‘ PTU"IA® | PTU"IA ‘ PTU IA*

PTU IA nSZ nSZ nSZ *k* *k* *k* *k*

PTU" A" nsz nsz * * * *
%-I- PTU IA” nsz ** ** ** **

PTU IA* ** ** ** **

PTU IA nsz nsz nsz

PTU* IA* nsz nsz
Se- —

PTU' IA nsz

PTU IA*

Prilikom posmatranja razlika izmedu jedinki tretiranih 3 nedelje i 7 nedelja, do
statisticki znacajnog povecanja koncentracije selena u krvi je doSlo samo u kontrolnoj
grupi pri cemu kod ostalih grupa nisu utvrdene statistiCki znaCajne razlike (Tabela
5.6.4.).
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Tabela 5.6.4. ZnacCajnost razlika u koncentraciji selena izmedu jedinki tretiranih 3 1 7
nedelja, Studentov t-test.

Se+ Se-
PTU IA° PTU'IA"™ PTU'IA° PTU IA" PTU IA° PTU'IA* PTU'IA° PTU IA"

p<0,05 nsz nsz nsz nsz nsz nsz nsz

5.7. Aktivnost citosolne glutation peroksidaze (GPx1)

Srednje vrednosti aktivnosti GPx1 posle tri nedelje tretmana su se kretale od
48,50+12,68 pkat/L (S€PTUIA") do 175,5+51,73 pkat/L u grupi selenadekvatnih
jedinki tretiranih jopanoitnom kiselinom (Se'PTUIA™). Jedinke iz grupa hranjenih
selendeficitnom hranom (5, 6, 7 i 8) su imale manju aktivnost ovog enzima (Tabela
5.7.1., Grafikon 5.7.1.).

Tabela 5.7.1. Aktivnost citosolne glutation peroksidaze (GPx1) pacova, (pkat/L).

Grupa n Xsr SD SE Cv (%) v
3 nedelje
PTU IA 8 153,3 28,55 12,77 18,62  114,2-186,3
Ser PTU IA" 4 141,1 39,53 16,14 28,02 71,5-176,9
PTU" A 5 150,1 46,09 18,82 30,71  71,15-1974
PTU IA* 4 175,5 51,73 19,55 29,48  76,21-238,0
PTU IA 6 73,7 17,67 7,23 24,00 57,46-101,4
Se PTU"IA" 4 132,1 35,91 13,57 27,18  73,15-180,9
PTU" IA 5 67,0 12,62 5,64 18,82  46,11-78,91
PTU IA" 7 48,5 12,68 4,48 26,15  16,92-64,05
7 nedelja
PTU IA 5 301,5 103,31 36,52 34,27  152,4-469,3
Ser PTU" IA" 6 389,8 152,78 76,39 39,20  248,3-581,1
PTU" IA 6 373,0 78,55 35,13 21,06  297,6-505,2
PTU IA* 7 354,8 144,05 72,02 40,61  184,2-529,2
PTU IA 6 88,6 23,89 9,76 26,96  55,35-1154
S PTU" IA” 7 125,7 34,46 17,23 27,41  96,38-175,5
PTU" IA 5 66,3 15,50 6,93 23,38  45,98-89,31
PTU IA" 8 78,4 14,18 5,36 18,09  58,00-94,23
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Grafikon 5.7.1. Aktivnost glutation peroksidaze 1 (GPx1) u krvnoj plazmi pacova
nakon 3 nedelje ogleda (pg/L).

Nakon sedam nedelja tretmana, aktivnost GPx1 se kretala od 301,5+103,3
pkat/L u kontrolnoj grupi do 389,8+152,8 pkat/L u selenadekvatnoj grupi tretiranoj
propiltiouracilom i jopanoi¢nom kiselinom (Se"PTU'IAY) (Grafikon 5.7.1.).. Kod
selendeficitnih jedinki nije doSlo do znaCajnog povecanja aktivnosti ovog enzima u
odnosu na Zivotinje tretirane 3 nedelje i ona je iznosila od 66,3+15,5 pkat/L kod
ogledne grupe 7 (SePTU'IAY) do 125,7+34,5 pkat/L kod ogledne grupe 6 (Se
PTU'IA™). Selendeficitna ogledna grupa tretirana sa oba blokatora (Se PTU'IAT) jei
nakon tri i nakon sedam nedelja tretmana imala viSu aktivnost ovog enzima u odnosu

na selendeficitne jedinke netretirane blokatorima.
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Grafikon 5.7.2. Aktivnost glutation peroksidaze 1 (GPx1) u krvnoj plazmi pacova
nakon 7 nedelja ogleda (ug/L).

Posle tri nedelje tretmana, na aktivnost GPx1 su uticali koliina selena u hrani
(Tabela 5.7.2.)) samostalno ili u interakciji sa blokatorima. Nakon sedam nedelja

tretmana, aktivnost GPx1 je zavisila iskljucivo od koli€ine selena u hrani.

Tabela 5.7.2. F vrednosti i znaCajnost uticgja selenai blokatora dejodinaza na aktivnost
GPx1 u krvnoj plazmi pacova, (dvofaktorska analiza varijanse- two-way

ANOVA).
3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 1,704 (p>0,05) 1,065 (p>0,05)
Status selena 58,05 (p<0,001) 110,1 (p<0,001)
Blokatori x Se 6,199 (p<0,01) 1,065 (p>0,05)

Znacajnosti razlika u aktivnosti citosolne glutation peroksidaze eritrocita su
prikazane u tabeli 5.7.3. Nakon tri nedelje od poCetka ogleda nisu zabeleZene statistiCki
znaCajne razlike izmedu jedinki koje su hranom dobijale adekvatne koliCine selena.
Grupe hranjene hranom deficitnom u selenu su imale statisticki zna€ajno manju
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aktivnost GPx1, osim ogledne grupe SePTU'IA™ koja je imala niZzu aktivnost ovog
enzima, ali ovarazlika nije bila statisticki znacajna. U odnosu na selendeficitne jedinke
(SePTUIA"), ova grupa je imala statistiCki znacajno visu aktivnost GPx1, Sto je
utvrdeno t-testom. Prilikom analiziranja ovog parametra sedme nedelje, uoCeni su sli¢ni
rezultati. Sve selendeficitne ogledne grupe su imale statistiCki znaCajno niZe aktivnosti
ovog enzima (p<0,001), osim selendeficitne grupe tretirane sa oba blokatora (p<0,01).
Tretman sa PTU i IA kod selendeficitnih jedinki je doveo do izvesnog povecanja
aktivnosti GPx1, ai nije dokazana statistiCka znaCajnost u odnosu na selendeficitne

jedinke netretirane blokatorima.

Tabela 5.7.3. ZnacCajnost razlika u vrednostima aktivnosti citosolne glutation peroksidaze
(GPx1), Studentov t-test (nsz-nije statistiCki znacajno, *p<0,05, **p<0,01,

***n<(,001).
3 nedelje
Set+ Se-
PTU IA | PTU'IA* | PTU'IA ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU*IA* | PTU'IA ‘ PTU IA*

PTU IA nsz nsz nsz * nsz *x *x
or PTU* 1A nsz nsz *x nsz ** *x

PTU+|A nSZ * % nsz * % * %

PTU|A+ * % nSZ * % * k%

PTU IA *x nsz nsz

PTU"IA ** rEE
Se-

PTU" 1A *

PTU IA*

7 nedeja
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU'IA* | PTU*IA ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU*IA* | PTU'IA ‘ PTU IA*

PTU IA nSZ nsz nSZ * %% * % * %% * %%

PTU' IA* nsz nsz * * * *
% PTU+|A nSZ * %% * %% * %% * %%

PTU IA* nsz nsz nsz nsz

PTU IA nsz nsz nsz

PTU"IAY * nsz
Se- —

PTU* 1A nsz

PTU IA*
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ZnacCajnost razlika u aktivnosti citosolne glutation peroksidaze (GPx1) izmedu
jedinki tretiranih tri i sedam nedelja prikazana je u tabeli 5.7.4. Kod selenadekvatnih
jedinki se aktivnost GPx1 nakon 7 nedelja udvostrucila u odnosu na 3 nedelje tretmana.
Kod selendeficitnih jedinki ne postoji statistiCki znaCajna razlika u aktivnosti enzima u
zavisnosti od duzine tretmana, osim kod jedinki deficitnih u selenu, a tretiranih
jopanoi¢nom kiselinom (ogledna grupa 8), kod kojih je tokom vremena doSlo do

povecanja aktivnosti GPx1 na nivou zna€ajnosti p<0,01.

Tabela 5.7.4. ZnaCajnost razlika u aktivnosti plazmatske glutation peroksidaze (GPx1)
izmedu jedinki tretiranih 31 7 nedelja, Studentov t-test.

Set+ Se-
PTU IA° PTU'IA" PTU'IA" PTU IA" PTU IA° PTU'IA* PTU'IA" PTU IAY

p<0,01 p<0,05 p<0,01 nsz nsz nsz nsz p<0,01

5.8. Aktivnost plazmatske glutation per oksidaze (GPx3)

Osnovni statisticki parametri vezani za aktivnost glutation peroksidaze krvne
plazme (GPx3) nakon tri i sedam nedelja tretmana prikazani su u tabeli 5.8.1. Ngjmanja
srednja vrednost aktivhosti GPx3 nakon tri nedelje tretmana je zabeleZzena u
selendeficitnoj oglednoj grupi (SePTUTAY) i bila je 32,08+14,87 pkat/L. Najvecu
aktivnost GPx3 u tom periodu su imale selenadekvatne jedinke tretirane sa PTU
(Se'PTU'IAY) i to u proseku 91,38+20,42 pkat/L. Sve jedinke grupa hranjenih
selendeficitnom hranom imale su neSto nize aktivnosti GPx3 u odnosu na
selenadekvatne jedinke (Grafikon 5.8.3.).

72



Tabela 5.8.1. Aktivnost glutation peroksidaze 3 (GPx3) u krvnoj plazmi pacova,

(ukat/L).
Grupa n Xsr SD SE Cv (%) v
3 nedelje

PTU IA 7 55,27 17,847 6,745 32,291  27,27-73,06
Ser PTU"IAY 7 67,00 16,561 6,259 24,716  37,71-90,91

PTU'IA° 8 91,38 20,421 7,220 22,347 64,65-125,66

PTU IA" 7 65,66 10,952 4,140 16,682  54,88-86,20

PTU IA 7 32,08 14,873 5,622 46,363  12,79-51,52
e PTU'IA" 6 38,50 11,814 4,824 30,694  29,29-59,60

PTU'IA 7 37,62 14,809 5,597 39,369  23,57-61,28

PTUIA® 8 42,17 23,169 8,198 55,036  20,88-82,15

7 nedelja

PTU IA 8 119,40 37,001 13,082 30,988 89,23-186,5
Ser PTU'IA* 6 99,16 27,978 9,892 28,216  60,61-139,7

PTU" IA 5 105,22 21,081 7,453 20,035 82,49-140,7

PTU IA" 4 90,24 16,354 6,181 18,123  71,72-121,2

PTU IA 6 23,48 4,318 1,527 18,388  16,16-29,63
Se PTU'IA* 6 47,65 7,296 2,758 15,313  38,25-56,57

PTU" IA 5 50,57 7,353 2,600 14,540 42,76-65,32

PTU IA" 6 27,20 3,347 1,183 12,303 22,9-31,65

Kod selenadekvatnih jedinki, nakon sedam nedelja je uoCen porast aktivnosti
GPx3 u odnosu na tronedeljni tretman. Najveca aktivnost je zabeleZzena u kontrolnoj
grupi (Se'PTUIA") i bilaje 119,4+37,0 pkat/L, a ngjmanja u oglednoj grupi 5 (Se€PTU
IA") - 23,48+4,32 pkat/L. | nakon sedam nedelja tretmana uoCene su znaCajno nize
vrednosti ovog parametra kod selendeficitnih jedinki u odnosu na selenadekvatne
jedinke (Tabela5.8.1., Grafikon 5.8.2.)
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Grafikon 5.8.1. Aktivnost glutation peroksidaze 3 (GPx3) u krvnoj plazmi pacova
nakon 3 nedelje ogleda (ug/L).
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Grafikon 5.8.2. Aktivnost glutation peroksidaze 3 (GPx3) u krvnoj plazmi pacova
nakon 7 nedelja ogleda (ug/L).
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Analizirajuci uticaj selena i blokatora na aktivnost GPx3 metodom dvofaktorske
analize varijanse, uoCen je snazan uticaj selena (p<0,001) i nesto slabiji uticaj blokatora
(p<0,05) nakon tri nedelje tretmana, a nakon sedam nedelja, na aktivnost GPx3 je

uticala samo kolic¢ina selena u hrani (Tabela 5.4.2.).

Tabela 5.8.2. F vrednosti i znaCajnost uticaja selenai blokatora dejodinaza na aktivnost
GPx3 (dvofaktorska analiza varijanse- two-way ANOVA).

3 nedelje 7 nedelja
Blokatori 3,526 (p<0,05) 1,705 (p>0,05)
Status selena 50,39 (p<0,001) 110,9 (p<0,001)
Blokatori x Se 2,569 (p>0,05) 2,613 (p>0,05)

Rezultati ispitivanja statisticke znaCajnosti izmedu srednjih vrednosti aktivnosti
GPx3 oglednih grupa prikazane su u tabeli 5.8.3. Nakon tronedeljnog tretmana, jedinke
iz selenadekvatne ogledne grupe tretirane sa PTU su imale statisticki znaCajno visu
aktivnost GPx3 u odnosu na jedinke kontrolne grupe (Se"PTUTIAY) i to na nivou
znaCajnosti p<0,01. Selendeficitne grupe (5, 6, 7 i 8) su imale nize srednje vrednosti
aktivnosti ovog enzima u krvnoj plazmi u odnosu na kontrolnu grupu, ali ova razlika
nije bila statisticki znaCajna. StatistiCki zna€ajno nizu aktivnost GPx3, nakon sedam
nedelja tretmana, imale su selendeficitne jedinke (grupe 5, 6, 7 i 8) u odnosu na
kontrolnu grupu. Selendeficitne grupe tretirane sa PTU su imale statisticki znaCajno vise
vrednosti ovog parametra u odnosu na selendeficitne jedinke (SePTUIA’), Sto je
pokazano t-testom.
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Tabela 5.8.3. ZnaCajnost razlika u vrednostima aktivnosti plazmatske glutation
peroksidaze (GPx3), Studentov t-test (nsz-nije statisticki znacajno,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
3 nedelje
Se+ Se-
PTU IA ‘ PTU"IA" | PTU'IA ‘ PTU IA* PTU IA ‘ PTU"IA" | PTU'IA ‘ PTU IA*
PTU IA° nsz *x nsz * nsz nsz nsz
PTU" IA* * nSZ * % * % *%* *
Se+ [ *%* * k% * k% * k% *%k%*
PTU™ A"
PTU-|A+ * %% ** ** *
PTU 1A nsz nsz nsz
PTU" IA* nsz nsz
Se- —
PTU" IA nsz
PTU IA*
7 nedelja
Set+ Se-
PTU IA° ‘ PTU'IA® | PTU' IA° ‘ PTU IA* | PTU IA ‘ PTU'IA* | PTU" 1A ‘ PTU IA*
PTU IA nsz nsz nsz * %% * k% * k% * %%
PTU" IA* nsz nsz * %% * k% *%* * %%
% PTU' IA” nsz * %% * k% * k% * %%
PTU IA* * %% * % *%* * %%
PTU IA * k% * k% nsz
PTU"IA* nsz *kk
Se- + - ***
PTU' 1A
PTU IA"

U tabeli 5.8.4. je prikazana znaCajnost razlika u aktivnosti GPx3 izmedu jedinki

tretiranin 3 i 7 nedelja Osim kod ogledne grupe 3 (Se'PTU'IAY), u svim
selenadekvatnim grupama (1, 2 i 4) je statisticki znacajno porasla aktivnost GPx3 tokom
vremena. Kod selendeficitnih jedinki, aktivnost ove peroksidaze je ostala na istom
nivou kod grupa 5, 6 i 8. Kod ogledne grupe 7 (SePTU"IA), dolo je do statisticki
znaCajnog porasta aktivnosti GPx3.

Tabela 5.8.4. ZnaCajnost razlika u aktivnosti plazmatske glutation peroksidaze (GPx3)
izmedu jedinki tretiranih 3 i 7 nedelja, Studentov t-test.

Se+
PTU"IA*  PTU"IA

Se-

PTU IA PTU IA” PTU IA" PTU'IA" PTU'IA" PTU IA"

p<0,01

p<0,05 nsz

p<0,01

nsz

nsz

p<0,05

nsz
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5.9. Korelaciona zavisnost izmedu koncentracije selena u punoj krvi pacova i
aktivnosti glutation peroksidaze 1 (GPx1)

Visok koeficijent korelacije (r=0,66, p<0,01) uocCen je izmedu nivoa selena u
krvi i aktivnosti citosolne glutation peroksidaze (GPx1) kod selenadekvatnih i

selendeficitnih jedinki ve¢ nakon tri nedelje tretmana (Grafikon 5.9.1.).

yv=0.194x + 68.66
R?=0.433

r=0.66**

Px1 (pkat/L)

G
o

0 200 400 600 800 1000
Se (pg/L)

Grafikon 5.9.1. Korelaciona zavisnost koncentracije selena u krvi i aktivnosti
citosolne glutation peroksidaze 1 (GPx1) kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki nakon tri nedelje tretmana (++*p<o.01).

Izvodeéi korelacionu zavisnost pojedinano po tretmanima, nakon tri nedelje
tretmana je postojala korelaciona zavisnost izmedu ova dva parametra kod svih
tretmana osim pri istovremenoj upotrebi oba blokatora. Koeficijenti korelacije su
iznosili r=0,81 (selenadekvatne i selendeficitne jedinke); r=0,83 (selenadekvatne i
selendeficitne jedinke tretirane sa PTU); r=0,78 (selenadekvatne i selendeficitne jedinke
tretirane sa1A). U grupi tretiranoj istovremeno sa oba blokatora (PTU i 1A), koeficijent

korelacije je bio izrazito nizak (r=0,35) i nije bio statisti¢ki znacajan (Grafikon 5.9.2.)
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Grafikon 5.9.2. Korelaciona zavisnost koncentracije selena u krvi i aktivnosti
citosolne glutation peroksidaze 1 (GPx1) kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki istovremeno tretiranih saPTU i |A, nakon tri
nedeljetretmana (grupe 21 6) (nsz-nije statisticki znagajno).

Nakon sedam nedelja tretmana je uoCena visoka korelaciona zavisnost izmedu
ova dva parametra, sa koeficijentom korelacije 0,7 (p<0,01) (Grafikon 5.9.3.).
Posmatrajuci pojedinaCne tretmane, uocena je korelaciona zavisnost kod svih tretmana,
a koeficijenti korelacije su iznosili r=0,83 (selenadekvatne i selendeficitne jedinke,
p<0,01); r=0,79 (selenadekvatne i selendeficitne jedinke tretirane sa PTU, p<0,01);
r=0,89 (selenadekvatne i selendeficitne jedinke tretirane sa IA, p<0,01) i r=0,84
(selenadekvatne i selendeficitne jedinke tretirane saPTU i 1A, p<0,02).
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Grafikon 5.9.3. Korelaciona zavisnost koncentracije selena u krvi i aktivnosti citosolne
glutation peroksidaze 1 (GPx1) kod selenadekvatnih i selendeficitnih

jedinki nakon sedam nedelja tretmana (+*+p<0,01).
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5.10. Korelaciona zavisnost izmedu koncentracije selena i aktivnosti glutation

peroksidaze 3 (GPx3) u krvnoj plazmi pacova

Korelaciona zavisnost je uoCena izmedu nivoa selena u krvi i aktivnosti
plazmatske glutation peroksidaze (GPx3) kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki
veC nakon tri nedelje tretmana (Grafikon 5.10.1.) pri ¢emu je koeficijent korelacije
iznosio r=0,55, (p<0,01).
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Grafikon 5.10.1. Korelaciona zavisnost koncentracije selena u krvi 1 aktivnosti
plazmatske glutation peroksidaze 3 (GPx3) kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki nakon tri nedelje ekperimenta (svi
tretmani) (++*p<0.01)

Posmatrajuci pojedinacne tretmane, kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki
netretiranih sa blokatorima, koeficijent korelacije je iznosio r=0,81 (p<0,01); kod
selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa propiltiouracilom r=0,78 (p<0,05);
kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa jopanoi¢nom kiselinom r=0,92

80



(p<0,01), a kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa oba blokatora
(PTUI 1A) r=0,82 (p<0,05).
Nakon sedam nedelja eksperimenta, koeficijent korelacije izmedu ovih

parametara je bio znacajno visok i iznosio je 0,75 (p<0,01), (Grafikon 5.10.2.).
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Grafikon 5.10.2. Korelaciona zavisnost koncentracije selena u krvi i aktivnosti
plazmatske glutation peroksidaze 3 (GPx3) kod selendeficitnih i
selenadekvatnih jedinki nakon 7 nedelja tretmana (++*p<0,01).

Izvode€i korelacionu zavisnost pojedinatno po tretmanima, nakon sedam
nedelja tretmana, utvrdena je Kkorelaciona zavisnost izmedu ova dva parametra kod
selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki, r=0,92 (p<0,05) i kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki tretiranih sa jopanoi¢nom kiselinom, r=0,98 (p<0,05) (Grafikon
5.10.3.). Pri upotrebi propiltiouracila kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki,
koeficijent korelacije je iznosio r=0,62 i nije bio statistiCki znaCajan kao ni pri
istovremenoj upotrebi oba blokatora (PTU i IA) kada je koeficijent korelacije iznosio

r=0,60 i takode nije bio statisticki znaCajan.
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5.11. Korelaciona zavisnost izmedu koncentracije tireoidnih hormona i aktivnosti

glutation peroksidazali 3

Negativna korelaciona zavisnost izmedu koncentracije T3 u krvnoj plazmi i
aktivnosti GPx1 se javila kod selendeficitnih jedinki ve¢ nakon tri nedelje tretmana, sa
koeficijentom korelacije r=0,55, p<0,01 (Grafikon 5.11.1.). U istom periodu postojalaje
I negativna korelaciona zavisnost izmedu koncentracije tiroksina (T4) i aktivnosti ovog
enzima kod selendeficitnih jedinki sa vrednoS¢u koeficijenta korelacije od r=0,58 (y=-
0.538x+147,9; R°=0.338; p<0,05). Kod selenadekvatnih jedinki nakon tri nedelje
tretmana nije postojala korelaciona zavisnost izmedu T3 i GPx1 (Grafikon 5.11.2.) ni
izmedu T4 i GPx1 (r=0,13).

Nakon sedam nedelja tretmana, nije uocena korelaciona zavisnost izmedu T3 i
GPx1 ni kod selenadekvatnih niti kod selendeficitnih jedinki. U istom periodu, nije
zabeleZzena ni korelaciona zavisnost izmedu T4 i GPx1 kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki.
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Grafikon 5.11.1. Korelaciona zavisnost T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti citosolne
glutation peroksidaze 1 (GPx1) kod selendeficitnih jedinki nakon
3 nedelje tretmana (++*p<0,01).
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Grafikon 5.11.2. Korelaciona zavisnost T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti citosolne
glutation peroksidaze 1 (GPx1) kod selenadekvatnih jedinki
nakon 3 nedelje tretmana, (nsz-nije statisticki znatajno).

Nakon tri nedelje tretmana nije uoCena korelaciona zavisnost izmedu
koncentracije T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti GPx3 ni kod selenadekvatnih niti kod
selendeficitnih jedinki. Takode, nije uoCena korelaciona zavisnost izmedu T4 i GPx3
kod selenadekvatnih niti kod selendeficitnih jedinki.

Nakon sedam nedelja tretmana, kod selendeficitnih jedinki je uocena negativna
korelacija izmedu T3 i GPx3 sa visokim koeficijentom korelacije, r=0,61 (p<0.01)
(Grafikon 5.11.3.). Izmedu T4 i GPx3 je takode postojala negativha korelaciona
zavisnost kod selendeficitnih jedinki (y=-0,256x+49,37; R?=0,731; r=0,86; p<0,01).
Kod selenadekvatnih jedinki, nakon sedam nedelja tretmana, nije postojala korelaciona
zavisnost T3 i GPx3 (Grafikon 5.11.4.). U istom periodu nije zabeleZena ni korelaciona

zavisnost izmedu T4 i GPx3 kod selenadekvatnih jedinki.
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Grafikon 5.11.3. Korelaciona zavisnost T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti plazmatske
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Grafikon 5.11.4. Korelaciona zavisnost T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti plazmatske

glutation peroksidaze 3 (GPx3) kod selenadekvatnih jedinki nakon 7
nedelja tretmana, (nsz-nije statisticki znacajno).



6. Diskusija

6.1. Telesne mase pacova

Merenje telese mase oglednih Zivotinja vrdeno je svakih sedam dana od ulaska
jedinki u ogled. Na poCetku eksperimenta (0 dan) izmerena je masa svih oglednih
Zivotinja i u proseku je iznosila 48,6+7,8 g. Nakon dve nedelje eksperimenta,
selendeficitne jedinke su imale nizu prosecnu telesnu masu za 13%, a na kraju
eksperimenta za 8%. U eksperimentima Beckett-a i sar. (1989), Bates-a i sar. (2000),
Barnes-a i sar. (2009) deficit selena nije uticao na telesne mase ispitivanih jedinki.
Medutim, Hurt (1971), navodi u svom radu da su selendeficitne jedinke imale niZe

tel esne mase u odnosu na selenadekvatne i to za oko 13%.

Vec¢ nakon nedelju dana selendeficitne jedinke tretirane propiltiouracilom (PTU)
su imale niZe telesne mase u odnosu na kontrolnu grupu za 17%, Sto je bilo statistiCki
znaCajno (p<0,05). Ovakav trend se nastavio i druge nedelje pri ¢emu je razlika u
telesnim masama izmedu ovih grupa bila jo$ izraZenija, kada su selendeficitne jedinke
imale za 26% nizu telesnu masu (p<0,001). Tek pete nedelje tretmana, selenadekvatna
grupa tretirana sa PTU je imala statistiCki znaCajno nize telesne mase od kontrolne
grupe (za 11%). U istom periodu je selendeficitna grupa tretirana sa PTU imala za 49%
nize telesne mase. Nakon sedam nedelja tretmana, selenadekvatna grupa tretirana sa
PTU jeimala za 19%, a selendeficitna grupa tretirana sa PTU za 59% nize telesne mase
u odnosu na kontrolnu grupu. U radu Yoshide i Nakazona (1995) jedinke tretirane sa
PTU imaju oko 2,5 puta nizu telesnu masu od jedinki iz kontrolne grupe. Kod grupa
tretiranih sa PTU je ustanovljena hipotireoza sa izrazito niskim koncentracijama T4 u
krvi. Pored toga, poznato je da PTU blokira dejodinazu 1 i smanjuje koncentraciju T3.
Kako je poznato da tireoidni hormoni imaju veliki uticaj na metaboliCke procese u toku
rastai diferencijacije, zaostgjanje u rastu jedinki tretiranih sa PTU je bilo oCekivano. Na
osnovu nasih rezultata mozemo zakljuciti da hipotireoza udruzena sa deficitom selena
izaziva usporeniji rast jedinki nego kada je u pitanju samo hipotireoza ili samo deficit
selena.

Selendeficitna grupa tretirana sa jopanoicnom kiselinom (1A) je imala prosecno
istu telesnu masu kao i selendeficitne jedinke koje nisu dobijale blokator. Takode,
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selenadekvatne jedinke tretirane sa IA su imale slicne telesne mase kao i kontrolna
grupa. U ovim grupama nije ustanovljena sistemska hipotireoza te nisu bile oCekivane

promene telesnih masa tretiranih jedinki.

6.2.T4

Radi utvrdivanja uticaja blokatora dejodinaza na tireoidnu osovinu
selendeficitnih i selenadekvatnih juvenilnih pacova, koris¢eni su propiltiouracil i
jopanoicna kiselina.

Jopanoicna kiselina ima benzenov prsten sa 3 atoma joda i aminogrupom i
pokazuje visok stepen rastvorljivosti u mastima (Braga i Cooper, 2001). Od 1951.
godine se upotrebljava kao sredstvo za holecistografiju. Nakon $to su Birgi i saradnici
(1976) uocili smanjenje koncentracije T3 u krvi i povecanje T4 i TSH kod pacijenata
koji su dobili IA kao sredstvo za holecistografiju, pocela su istraZivanja vezana za
mehanizam dejstva i eventualnu upotrebu kod hipertireoza. Utvrdeno je da jopanoi¢na
kiselina blokira dgjodinaciju T4 u T3 i u homogenatima jetre (Kaplan i Utiger, 1978) i u
homogenatima bubrega (Silva i sar., 1978) Sto je kasnije (Germain, 1988b) ukazalo na
inhibiciju dgjodinaze 1 (ID1). Ova blokator inhibirai dejodinaciju u hipofizi i masnom
tkivu (Courtin i sar., 1985), a u radu Germaina (1988a) je pokazano da inhibira
dgjodinazu 2 (ID2). U in vitro uslovima je dokazana kompetitivna inhibicija konverzije
T4 u T3 u homogenatima jetre kao i inhibicija degradacije rT3 (Chopra, 1977) sa
jopanoi¢nom kiselinom. Medutim, kod pacova in vivo je utvrdena nekompetitivna
inhibicija (Germain, 1988a). Ovg autor je pokazao da se sa intravenskom aplikacijom
jopanoicne kiseline u dozi od 4 mg/100g TM pacova, moZe izazavati pad maksimalne
brzine enzimske reakcije za 66%, a da Km ostae nepromenjena. Inhibicija je
zabelezena neposredno nakon aplikacije, bila je maksimalna nakon 5 sati, a trajala je
viSe od 60 sati. ZabeleZena je i in vivo ireverzibilna inhibicija konverzije T4 u T3 u
hipofizi pacova sa dozom od 5 mg/100g TM pacova i na taj naCin potvrdena inhibicija
dejodinaze 2 (ID2). Isti autor navodi da je ID2 osetljivija na dejstvo jopanoicCne kiseline
od ID1 i da se sa dozom od svega 0.04 mg/100g TM inaktivira 80% ID2 u hipofizi i

korteksu velikog mozga. Osim inhibicije ID2, jopanoi¢na kiselina bi mogla inhibirati i
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sam unos T4 u Celije. Westholm (2009) dokazuje inhibitorni efekat jopanoi¢ne Kiseline

na unos T4 pomocu polipeptidnih transportera organskih anjona u kulturama hepatocita.

Drugi blokator koji smo koristili u radu, propiltiouracil, pripada tioamidnim
lekovima koji se koriste u leCenju hipertireoidizma. Pominju se dva mehanizma kojima
PTU smanjuje proizvodnju tireoidnih hormona. Prvi podrazumeva blokadu tireocitne
peroksidaze koja oksiduje jod (I =19 i ugraduje ga u tirozil ostatke tireoglobulina
(Engler i sar., 1983). Drugi mehanizam je inhibicija ID1 koja je odgovorna za
konverziju T4 u T3. Veronikis i saradnici (1996) su ispitivali uticaj razli€itih
koncentracija PTU na inhibiciju ID1 u homogenatima jetre pri Cemu je sa sve tri doze,
0,01%, 0,05 ili 0,1% PTU u hrani, procenat inhibicije ID1 bio preko 90%. Shang i sar.
(2010) pri upotrebi PTU beleZe pad iRNK za tireoglobulin pa bi ovo bio mozda i treci
mehanizam kojim se uti¢e na proizvodnju tireoidnih hormona. Preporucene doze PTU
Za izazivanje hipotireoze kod pacova su 0,01%-0,1% (Veronikis i sar., 1996) pa je sa
dozom od 150 mg/L vode za pice (0,015%) u naSem eksperimentu sigurno postignut
ovaj efekat. Radovanovi¢ (2003) izaziva hipotireozu kod mladunaca pacova sa dozom
koja je Cak 100 puta niza od doze upotrebljene u naSem eksperimentu (0,00015%).

Prose¢na koncentracija tiroksina T4 u krvi kontrolne grupe (Se'PTUIA) je
nakon tri nedelje bila u fizioloSkim granicama i iznosila je 85,94+23,69 nmol/L. Kod
selendeficitnih jedinki (SePTUTA") nivo T4 je bio kao kod kontrolne grupe i iznosio je
85,65+11,05 nmol/L. lako se pri deficitu selena javlja povisen nivo T4 u krvi oglednih
jedinki (Beckett i sar., 1989), tretman od tri nedelje nije bio dovoljan za razvoj deficita
Kako navode Hill i sar. (1987), za razvoj deficita je potrebno 6 nedelja. Nakon sedam
nedelja tretmana je u grupi sa deficitom selena registrovana povisena koncentracija T4 u
odnosu na selenadekvatnu grupu, Sto je u skladu sa radom Becketta i sar. (1989) i
Yoshide i Nakazona (1995). Pojava viSe koncentracije T4 kod selendeficitnih jedinki se
objasnjava smanjenom ekstratireoidalnom konverzijom T4 u T3 kao posledica smanjene
aktivnosti ID1 (Bermano i sar., 1995).

Upotreba PTU dovodi do statistiCki znaCajnog sniZzenja koncentracije T4 kod
selenadekvatnih jedinki. Nakon tri nedelje zabeleZen nivo T4 u Se*PTU'IA" grupi je
iznosio 27,17+6,07 nmol/L, a nakon sedam nedelja je bio 14,78 6,48 nmol/ Sto je u
potpunosti u skladu sa rezultatima Cettour-Rose i sar. (2005). PTU dovodi do smanjenja
T4 u krvi prvenstveno blokirajuci sintezu samog T4 u Stitastoj Zlezdi (inhibiratireocitnu
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peroksidazu) Sto potvrduje rad navedenih autora kada je nakon dodavanja T4 pacovima
tretiranim sa PTU, njegova koncentracija u krvi ostalaista.

Kod selendeficitnin (SePTU'IA") jedinki upotreba PTU je dovela do jo3
izrazenijeg pada koncentracije T4 koja je nakon tri nedelje iznosila 18,46+8,74
nmmol/L, a nakon sedam nedelja je bilaispod granica detekcije upotrebljenog RIA kita.
Da blokator i selen u interakciji utiCu na nivo T4, pokazala je i dvofaktorska analiza
varijanse (Tabela 5.2.3.). NiZe vrednosti T4 kod selendeficitnih jedinki tretiranih sa
PTU su zabeleZili i Chanoine i sar. (1992) i Yoshidai Nakazono (1995), ali ova pojava
nije objasnjena. Beckett i sar. (1993) navode da se prilikom deficita selena u Stitastoj
Zlezdi smanjuje kolicina joda kao i ukupna koli¢ina T4 smatrajuci ovaj efekat selena
protektivnim. Ukoliko bi proizvodnja tireodnih hormona bila oCuvana, to bi
podrazumevalo i proizvodnju peroksida, a kako je zbog deficita selena naruSena
aktivnost GPx3 koja uklanja visak peroksida (Howie i sar., 1995), peroksid bi doveo do
lokalnog oSteéenja tkiva tireoideje. Nije poznato na koji nacin deficit selena dovodi do
smanjenja koliCine joda u Stitastoj Zlezdi jer do sada nije utvrdeno da bilo koji

selenoenzim ucCestvuje u transportu joda i sintezi tiroksina.

Tretman selenadekvatnih jedinki sa jopanoicnom Kkiselinom je doveo do
povecCanja koncentracije T4 u krvi, a statisticki znacajno povecCanje u odnosu na
kontrolnu grupu je bilo zabeleZzeno nakon sedam nedelja kada je koncentracija T4
iznosila 84,44+21,58 nmol/L (64,65+9,07 nmol/L u kontrolnoj grupi). Isti efekat je
uoten i kod selendeficitnih jedinki tretiranih sa IA (SePTUIA™). Kako jopanoi¢na
kiselina blokira sve tri dejodinaze pri ¢emu je ID2 najosetljivija, smanjena tkivna
konverzija T4 u T3 mogla bi biti uzrok povecanja T4 u krvi. Takode, poviSenje
koncentracije T4 moglo bi biti posledica dejstva jopanoiCne kiseline na centralnu
tireoidnu osovinu, odnosno na aktivnost ID2 u hipotalamusu i hipofizi. Kako je pri
upotrebi jopanoi¢ne Kiseline inhibirana aktivnost ID2, manja je koncentracija T3 u
¢elijama hipotalamusa i hipofize. Niska koncentracija T3 u ovim celijama utie na
pojacanu sintezu TRH i TSH. Visa koncentracija TSH (Grafikoni 5.4.1 i 5.4.2) je
impuls za pojaCanu sintezu tireoidnih hormona. Tre¢i mehanizam koji bi mogao uticati
na povecCanje nivoa T4 je inhibicija transportera odgovornih za unos T4 u Ccelije

(Westholm i sar., 2009). Ovo bi moglo biti objasnjenje i za nesto viSu koncentraciju T4
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kod jedinki koje su istovremeno dobijale i PTU i IA u odnosu na jedinke koje su
dobijale samo PTU.

6.3. T3

U kontrolnoj grupi (Se"PTUIA") je zabelezena prosetna koncentracija T3 od
2,23+£0,32 nmol/L nakon tri nedelje tretmana. FizioloSke vrednosti trijodtironina u krvi
pacova krecu se od 1,55 nmol/L (Cettour-Rosei sar., 2005) do 3,29 nmol/L (Chunxiang
i sar.,, 2008) te su vrednosti T3 u krvi oglednih jedinki kontrolne grupe bile u
fizioloSkim granicama. Kod grupe sa deficitom selena (Se PTU'IA), zabeleZena je svega
14% manja prosecna koncentracija T3 (1,92+0,29 nmol/L). U ovoj grupi je oCekivana
znatno niza vrednost T3 imajuc¢i u vidu to da je za proizvodnju ovog hormona
odgovorna ID1 koja je selenoenzim. U radu Beckett-a i saradnika (1989) pri koriscenju
hrane sa 0,005 mg/kg selena (0,03 mg/kg selena naSem eksperimentu), zabelezZen je pad
koncenracije T3 od 22% u odnosu na kontrolnu selenadekvatnu grupu, ai ovo
smanjenje nije bilo statistiCki znaCajno. Razlika u procentima moZe se objasniti
razli¢itom koncentracijom selena u hrani (u naSem eksperimentu je koris¢ena hrana
deficitarna u selenu koja ima 6 puta veéu koncentraciju selena u odnosu na hranu
koriSCenu u radu Beckett-a). lako je dejodinaza osetljiva na deficit selena, ovo se
prevashodno odnosi na dejodinazu u hepatocitima i bubrezima (Beckett i sar., 1989;
Chanoine i sar., 1992) jer se u ovim organima drasticno smanjuje koliCina selena.
Medutim, ovo nije slucaj i sa Stitastom Zlezdom koja je prilicno otporna na deficit
selena pa je izvesno da ID1 tireoideje nadoknaduje pad aktivnosti ID1 u jetri. U prilog
ovoj tvrdnji ide ujednaCen stepen konverzije tiroksina u T3 (T3/T4x100) i kod
selendeficitne (SePTUIAY) i kod selenadekvatne (Se'PTUIAY) grupe nakon tri i nakon
sedam nedeljatretmana (Tabela 5.5.1.).

StatistiCki znacajno smanjenje koncentracije T3 je zabeleZeno u selenadekvatnoj
grupi tretiranoj sa propiltiouracilom (PTU), a koncentracija je bila 1,2+0,40 nmol/L.
Ovg blokator ne samo da snaznije blokira konverziju T4 u T3 ve¢ inhibira sintezu i
samog T4 delujuci na tireoidnu peroksidazu, Sto je dovelo do statistiCki znacajnog pada
i koncentracije T3 i koncentracije T4 (grafikon 5.2.2.1). Cettour-Rose i sar. (2005)
takode beleze znaCajan pad koncentracije T3 u krvi jedinki tretiranih sa PTU. Pri
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upotrebi ovog blokatora zajedno sa T4 uspostavljena je normalna koncentracija T4 u
krvi, ali je bio evidentan pad T3. U odnosu na kontrolnu grupu, izmerena aktivnost 1D2
je bila nepromenjena, ali je i pored toga zabelezen visok nivo TSH. Ovo je ukazalo na
regulaciju luCenja TSH ne samo pomocu intracelularne konverzije T4 u T3 u Celijama

hipofize vec i u zavisnosti od nivoa serumskog T3.

Jopanoicna kiselina u ovom periodu nije imala uticgj na koncentraciju T3 u krvi
selenadekvatnih jedinki koja je u ovoj eksperimentalnoj grupi iznosila 2,31+0,19
nmol/L. Po protokolu koji su predloZili Lanni i saradnici (1996), jopanoi¢na kiselina se
aplikuje pacovima intraperitonealno jednom nedeljno u dozi od 6 mg/100g telesne
mase, pri Cemu izaziva pad koncentracije T3 za 20-30% nakon tri nedelje tretmana.
Zivotinje su bile Zrtvovane 12h nakon poslednje aplikacije 1A. Ovaj protokol je bio
primenjen u naSem eksperimentu s tom razlikom Sto su Zivotinje bile Zrtvovane 24 i 48h
nakon poslednje aplikacije IA. Kako se efekat jopanoiCne kiseline zadrzava i preko 60h
nakon aplikacije (Germain, 1988b), smatrali smo da ovo nece uticati na rezultate,
odnosno, da ¢e pad koncentracije T3 biti izraZzen. Larsen i saradnici (1979) radeCi sa
tireoidektomisanim pacovima, nakon aplikacije T3 i T4 uocCavaju viSi nivo T3 kod
jedinki kojima je aplikovana IA, smatrajui da je ovo posledica inhibicije enzima
odgovornih za Kklirens T3 (dejodinaze 1 i 3). Delimi¢no bi ovu dilemu mogli otkloniti
rezultati koncentracije rT3 koju nismo bili u moguénosti da odredujemo.

Kod grupe kojoj je aplikovana i IA i PTU nivo T3 je bio nizi nego u grupi kojoj
je dat samo PTU sto je u skladu sa podacima navedenih autora (Lanni i sar., 1996).

Nakon sedam nedelja tretmana, proseCna koncentracija T3 u krvi jedinki
kontrolne grupe je iznosila 1,74+0,17 nmol/L i moZemo reci da je bila u fizioloSkim
granicama. Bez obzira na tretman (PTU" ili IA"), sve selenadekvatne jedinke su imale
ujednacCene proseCne koncentracije T3. Zapazeno je i da je pad koncentracije T3 manji u
odnosu pad koncentracije T4 koja je u ovom periodu bilaizrazito niska. U literaturi su
zastupljene studije u kojima se vrSe analize tireoidnog statusa jedinki nakon tronedeljne
upotrebe propiltiouracila. Medutim, Li Sui i Gilbert (2003) u eksperimentu na skotnim
zenkama pacova sa produzetkom tretmana i 30 dana nakon partusa, takode ne uoCavaju
razliku u koncentraciji T3 (kod mladunaca je izrazena hipotireoza kao i u nasem
eksperimentu nakon 3 nedelje). Takode, Hood i sar. (1999) tretirajuéi pacove sa

razliCitim dozama PTU, beleze dramatiCan pad T3 nakon nedelju dana od pocetka
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aplikovanja blokatora, a zatim porast T3 u narednih 3 nedelje pri Cemu jedinke tretirane
nizim dozama za tri nedelje imaju isti nivo T3 kao i kontrolna grupa. Na osnovu nasih
rezultata mozemo reci da se zahvaljuju¢i homeostatskim mehanizmima nakon sedam
nedelja reguliSe nivo T3 u krvi eksperimentalnih jedinki. Silva i sar. (1984) napominju
da se u sluCaju hipotireoze aktivira dejodinacija pomocu dejodinaze 2 i da se
zahvaljujuci visestrukom povecanju njene aktivnosti uspeva nadomestiti nedostatak T3.
Ostali homeostatski mehanizmi su detaljnije opisani u podpoglavlju o TSH.

Kod selendeficitnih jedinki se, sudeCi prema vrednostima T3, uspostavlja
homeostaza. Jedino u selendeficitnoj grupi tretiranoj sa PTU (SePTU’IA) je evidentan
pad T3 (1,123+0,54 mmol/L). Nekoliko je razloga za ovakav rezultat. Kod pacova se u
uslovima hipotireoze smanjuje za 50% aktivnost ID1. Na pad njene aktivnosti dodatno
utie deficit selena. lako se u uslovima hipotireoze aktivnost ID2 povecava nekoliko
puta, kako je i ona sama selenoenzim, njena aktivnost se ne povecava u toj meri i ne
uspeva da nadomesti T3 kao kod selenadekvatnih jedinki.

6.4. TSH

Koncentracija tireostimuliraju¢eg hormona u kontrolnoj grupi (Se'PTUIA) je
nakon tri nedelje tretmana iznosila u proseku 2,97+0,83 ng/mL i bila je u fizioloSkim
granicama. Kod jedinki sa deficitom selena (SePTUIA") izmerena je neSto visa
koncentracija TSH (6,57+3,03 ng/mL), ali ova razlika nije bila statisticki znaCajna. lako
je u nekim studijama nivo TSH kod selendeficitnih jedinki isti kao i1 kod
selenadekvatnih jedinki (Veronikis i sar., 1996), Ruz i sar. (1999) i Chanoine i sar.
(1992) takode beleZe poviSenje nivoa TSH i T4 sa nepromenjenom ili malo nizom
koncentracijom T3 kod selendeficitnih u odnosu na selenadekvatne jedinke. Ono Sto
zbunjuje jeste da i malo poviSenje nivoa T4 obicno dovodi do smanjenja nivoa TSH, a
Sto se kod selendeficitnih jedinki ne deSava. Nivo TSH je povezan sa intracelularnom
konverzijom T4 u T3 u hipofizi pomoc¢u 1D2. Ukoliko je ova konverzija oCuvana, Visi
nivo T4 izazvao bi visi nivo unutarcelijskog T3 koji se vezuje za receptore TSH na
DNK, a Cije vezivanje izaziva inhibiciju sinteze iRNK za TSH. Bates i sar. (2000)
navode kako konverzija T4 u T3 u hipofizi kod selendeficitnih jedinki raste Sto znaci da

se produkuje veca koli¢ina T3 koji prouzrokuje smanjenje nivoa TSH. Sa druge strane,
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visi nivo T3 u hipofizi deluje na nivou transkripcije gena ID2 pri Cemu se smanjuje
koliCina IRNK za ID2, a to za posledicu ima smanjenu konverziju T4 u T3 pri cemu bi
to bio impuls za poveCanu sintezu TSH. Dakle, uzrok povecanja TSH kod
selendeficitnih jedinki mogao bi biti prevaga drugog mehanizma. 1ako mnogi autori kao
jedini mehanizam regulacije lu¢enja TSH navode intracelularnu konverziju T4 u T3 u
hipofizi, postoji moguénost da u regulaciji ucestvuje i serumski T3 (Cettour-Rose i sar.,
2005), Sto je detaljnije opisano u prethodnom podpoglavlju (6.3.).

Smatra se da je poviSenje TSH signal za porast de novo sinteze T3 na
tireoglobulinu Cime se normalizuje koncentracija T3 u krvi. Takode, TSH utiCe na
povecanje ekspresije ID1 u Stitastoj Zlezdi koja omogucava visi nivo konverzije T4 u
T3. Svi pomenuti kompenzatorni mehanizmi su uticali na rast koncentracije T3 kod
selendeficitnih jedinki nakon sedam nedelja tretmana pri ¢emu se koncentracija T3 u
krvi selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki nisu razlikovale.

Pri upotrebi PTU kod selenadekvatnih (Se"PTU'IAY) i selendeficitnih (Se
PTU'IA") jedinki zabelezen je viSestruki porast TSH u odnosu na kontrolnu grupu i
nakon tri i nakon sedam nedelja tretmana (tabela 5.2.4.1., grafikon 5.2.4.1. i 5.2.4.2.).
Cettour-Rose i sar. (2005) pri upotrebi propiltiouracila takode beleze drasticno
povecanje koncentracije TSH u krvi ispitivanih jedinki. U navedenim grupama je bila
zastupljena izrazito niska koncentracija T4, a poznato je da se prilikom hipotireoze
javlja poviSen nivo TSH kao rezultat negativne povratne sprege Kkoji je veC opisan.
StatistiCki znaCajna razlika u koncentraciji TSH je zapazena izmedu selenadekvatne i
selendeficitne grupe tretirane sa PTU pri ¢emu je nakon sedam nedelja tretmana u
selendeficitnoj grupi nivo TSH bio visi nego kod selenadekvatnih jedinki tretiranih sa
PTU. Ovaj nalaz je takode u skladu sa koncentracijom T4 koja je kod selendeficitnih

jedinki bila niZza nego kod selenadekvatnih jedinki.

Jopanoicna kiselina je dovela do blagog povecanja nivoa TSH, a koje je, kako je
pokazao t-test, bilo statisticki znaCajno i nakon tri i nakon sedam nedelja tretmana.
Kako je u navedenim grupama nivo T3 bio kao i u kontrolnoj grupi, a nivo T4 statisticki
znacCajno visi u odnosu na kontrolnu grupu, bilo je oCekivano smanjenje nivoa TSH.
Posto jopanoicna kiselina blokira konverziju T4 u T3 pomocu ID2 u hipofizi, verovatno

je da poviSenje serumskog T4 nije mogao biti impuls za sniZzenje TSH u toj meri.
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6.5. Procentualni odnos T3/T4

Odnos T3/T4 je kod eutireoidnih pacova oko 2% (Thompson i sar.,1995). Prema
istom autoru se kod selendeficitnih jedinki (0,007 mg Se/kg hrane) ova] odnos menja i
dvostruko je manji. U naSem eksperimentu ovaj odnos kod selendeficitnih jedinki je
nakon tri i sedam nedelja tretmana bio neSto niZi kao posledica blagog povecanja
koncentracije T4 u krvi, a bez pada koncentracije T3. Kako su selendeficitne Zivotinje u
naSem eksperimentu hranjene hranom koja je sadrzala 0,03 mg Se/kg hrane, nije bio

ocekivan znacajniji pad odnosa T3/T4.

Hood i sar. (1999) tretirajuCi pacove sa razliCitim dozama PTU, beleZe
dramatiCan pad T3 nakon nedelju dana od pocCetka aplikovanja blokatora, a zatim porast
T3 u narednih 3 nedelje pri cemu jedinke tretirane nizim dozama za tri nedelje imaju isti
nivo T3 kao i kontrolna grupa. Kako je u grupama tretiranim sa PTU u naSem
eksperimentu niZza koncentracija T4 u odnosu na kontrolnu grupu, odnos T3/T4 raste te
nakon tri nedelje iznos 4,47% kod selenadekvatnih i 10,03% kod selendeficitnih
jedinki. Nakon sedam nedelja, kada se u ovim grupama belezZi jo§ veCi pad T4, a
normalizuje nivo T3, odnos T3/T4 raste i iznosi 15,19% kod selenadekvatnih jedinki.
Kod selendeficitnih jedinki tretiranih sa PTU ovaj odnos nije bilo moguce izracunati
zbog niskog nivoa T4, ali je oCigledno bio visok, uzimajuéi u obzir vrednosti T3.
PoveCan procenat konverzije kod jedinki tretiranin sa PTU moZe se objasniti
efikasnijom ekstratireoidnom dejodinacijom T4 u T3 pomocu dejodinaze 2, koja je
svakako sve efikasnija Sto je tretman duzi, a jos je efikasnija u uslovima deficita selena,

kada se njena aktivnost takode povecava (Bates i sar., 2000).

Kod jedinki tretiranih sa jopanoi¢nom kiselinom, zabeleZen je nesSto niZi odnos
T3/T4 koji je bio posledica povisenja nivoa T4. Isti efekat je zabelezen i kod
selendeficitnih i kod selenadekvatnih jedinki i nakon tri i nakon sedam nedelja tretmana.

Upotreba oba blokatora (PTU i 1A), nakon tri nedelje tretmana nije dovela do
narusavanja odnosa T3/T4 koji je iznosio 2,65% kod selenadekvatnih jedinki. U ovom
periodu je kod selendeficitnih jedinki tretiranih sa oba blokatora uoena povecana
konverzija T4 u T3 zbog veceg pada koncentracije T4 u odnosu na pad koncentracije
T3, a procenat konverzije je iznosio 4,11%. Ovaj nalaz bi mogla objasniti ve¢ pomenuta
povecana aktivnost 1ID2 u uslovima deficita selena. Nakon sedam nedelja tretmana sa

oba blokatora, odnos T3/T4 je bio poveéan u odnosu na kontrolnu grupu, ali je bio nesto

93



nizi u odnosu na grupe koje su dobijale samo PTU (Tabela 5.5.1.). Kako je u grupama
koje su dobijale oba blokatora bio zabelezen blago povisen nivo T4 u odnosu na grupe

tretirane samo sa PTU, ovakav odnos konverzije T4 u T3 je bio oCekivan.

6.6. Status selena

Proucavajuci potrebe za selenom u ishrani Zivotinja, bilo je vazno znati njegovu
bioloSku raspolozivost. Mnoga istrazivanja su pokazala da od oblika selena u hranivima
zavisi bioloSka raspoloZivost kao i deponovanje u tkivima (Whanger i Butler, 1988).
Nakon otkri¢a selenoenzima, potrebe u selenu su pocele da se definiSu prema koli€ini
selena neophodnog za punu aktivnost ovih enzima. U novije vreme se kao
konvencionalni parametri za odredivanje potrebnih koliCina selena u hrani koriste
sledeci biomarkeri: aktivnost miSi¢ne GPx4, plazmatske GPx3, GPx4 jetre, TrxR jetre,
koncentracija Se u jetri, GPx1 eritrocita i jetre, koncentracija Se i aktivnost GPx1 u
bubrezima kao i aktivnost GPx1 u miSi¢ima (Barnes i sar., 2009). Aktivnost plazmatske
GPx3 i GPx1 eritrocita predstavljaju odli¢ne biomarkere za procenu statusa selena jer u
visokom stepenu korelirgju sa koliC¢inom selena u hrani. Na osnovu vrednosti ovih
biomarkera, procenjene su minimalne potrebe u selenu od 0,06 mg Se/kg hrane
(plazmatska GPx3) odnosno 0,08 mg Se/kg hrane (GPx1 eritrocita), tako da je ishrana
pacova u naSem eksperimentu sa 0,3 mg Se/kg hrane u potpunosti obezbedivala
maksimalnu aktivnost ovih enzima kod selenadekvatnih jedinki.

6.6.1. Koncentracija selena u punoj krvi

RazliCite koncentracije selena u hrani kao i razliCiti oblici selena dovode do
bubrezi, pluéa, srce, slezina i krv (Whanger i Butler, 1988). Proucavajuci deponovanje
selena u navedenim tkivima prilikom davanja pacovima 0,02, 0,2, 1,0 i 4 mg Se/kg
hrane, ovi autori su nakon devet nedelja uoCili viSestruko povecanje koli€ine selena u
krvi kod grupa kojima je data kolic¢ina 0,2 i 1 mg Se/kg hrane (0,5+0,06 i 0,6+0,06
pg/ml selena u krvi) u odnosu na grupu koja je hranom dobijala 0,02 mg Se/kg hrane
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(0,03+0,01 pg/ml selena u krvi). Grupe koje su dobijale 2,0 i 4,0 mg Se’kg hrane, nisu
imale znacajno vece vrednosti koncentracije selena u krvi u odnosu na grupu koja je
dobijala 0,2 mg Se/kg hrane. Ogledne jedinke u naSem eksperimentu su hranom dobijale
0,031 mg Selkg hrane (selendeficitna ishrana) odnosno 0,334 mg Se/kg hrane
(selenadekvatna ishrana), te je razlika u koncentraciji selena u krvi eksperimentalnih
jedinki bila ocekivana. Nakon tri nedelje eksperimenta, selendeficitne jedinke su imale
nizu koncentraciju selena u krvi (58,17+£8,26 pg/L) u odnosu na kontrolnu grupu -

364,8+98,06 pg/L, sa utvrdenom statisticki znacajnom razlikom na nivou p<0,001.

Zapazeno je takode da su selenadekvatne jedinke tretirane propiltiouracilom ili
jopanoicnom kiselinom imale viSe koncentracije selena u krvi (477,7£1054 |
458,5+105,8 pg/L) u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 5.1.1.1), iako t-test nije
pokazao statistiCku znacajnost. Medutim, dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da
su u ovom periodu na koncentraciju selena u krvi uticali i koliina selena u hrani i
primena blokatora (samostalno ili u kombinaciji sa selenom, Tabela 5.6.3.). Kako u
dostupnoj literaturi nismo nasli objasnjenje za ovu pojavu, pretpostavili smo da ova dva
blokatora dejodinaza mogu imati posredan uticaj na metabolizam selena (resorpciju,
vezivanje ili ugradnju u odgovarajuce selenoproteine krvi, izluCivanje putem bubrega)
preko tireoidne osovine, odnosno da promena parametara tireoidne osovine (T4 ili T3)
ima uticgj na metabolizam selena. Naime, kod grupe tretirane sa PTU ustanovljena je
hipotireoza (niZe vrednosti i tiroksina i trijodtironina). Moguce je da je ovakav tireoidni
status okidaC za pokretanje bolje resorpcije selena i njegovog transporta do tkiva bitnih
za proizvodnju navedenih hormona (Stitaste Zlezde i jetre), jer su dejodinaze, odgovorne

zakonverziju T4 u T3, upravo selenoenzimi.

Yoshida i Nakazono (1995), koristeci propiltiouracil kao sredstvo za izazivanje
hipotireoizma kod pacova, proucavaju uticaj promenjene tireoidne osovine na status
selena u jetri. Hrana deficitna u selenu je bila sa 0,01 mg Se/kg hrane Sto je 3 puta
manje nego u nasem eksperimentu, a aplikovana doza PTU je 0,05% (naspram nasih
0,015%). Ovi autori su odredivali koliCinu selena u jetri kao i aktivnost GPx1 jetre i
nakon 6 nedelja eksperimenta su uocCili povecanje koncentracije selena u jetri kod
Se'PTU" jedinki u odnosu na Se'PTU" jedinke. Kod nas je sli¢an efekat uogen u krvi,
ali 3 nedelje nakon pocetka tretmana pri ¢emu je selen odredivan u punoj krvi. Po

Beilsteinu i Whangeru (1988) je 80,5% selena u eritrocitima ugradeno u glutation
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peroksidazu (GPx1), te smo ocCekivali promene i u aktivnosti ovog enzima. Medutim,
nije zabeleZena zna€ajno veca aktivnost glutation peroksidaze u eritrocitima (GPx1) kod
ovih jedinki (grupa Se'PTU’IA") pa se moze zakljuciti da selen nije bio ugradivan u
ovaj selenoprotein vec je transportovan do drugih tkiva.

Ono Sto Cudi jeste pojava niske koncentracije selena u krvi (269,5+85,1 pg/L)
selenadekvatnih jedinki koje su dobijale oba blokatora (PTUIA™), iako su imale slican
profil tireoidnih hormona kao i jedinke tretirane samo sa PTU. Sli¢an efekat je zapazen i
nakon sedam nedelja tretmana iako nije postojala statisticki znaCajna razlika u
koncentraciji selena izmedu kontrolne grupe (514,0+125,1 pg/L) i grupe tretirane sa
PTU i 1A (315,6£168,6 pg/L). Prema Bermano i sar. (1995) i Bates i sar. (2000)
aktivnost ID1 u Stitastoj Zlezdi se prilikom deficita selena povecava te je moguce da se
usled preraspodele selena u tkivima, viSe selena zadrzava u tireoideji i mozgu, (Yoshida
i Nakazono, 1995), a samim tim ga ima manje u krvi. Na ovo upucuju i podaci vezani za
nivo trijodtironina koji je u tom periodu (nakon sedam nedelja tretmana) kod svih
selenadekvatnih jedinki bio priblizno isti iako je koliCina selena u krvi jedinki tretiranih
blokatorima bila smanjena.

Vrednosti koncentracije selena u krvi nakon sedam nedelja su kod
selenadekvatnih jedinki koje nisu bile tretirane sa propiltiouracilom niti salA iznosile u
proseku 514,0+125,1 pg/L selena u krvi, Sto je u skladu sa navodimaHurtai sar. (1971).
Koncentracije selena u krvi selendeficitnih jedinki su bile znaCajno nize (84,2+44,4
Mg/L), a utvrden stepen statistiCke znaCajnosti je na nivou p<0,001.

U ostaim selendeficitnim (PTU™ i 1A™) oglednim grupama je zabeleZena
statistiCki znacajno niza koncentracija selena u krvi u odnosu na kontrolnu grupu (grupa
SePTU'IA" -83,67+28,20 ug/L; grupa SEPTU'IA" - 94,20+41,54 ug/L; grupa SEPTU
IA* - 68,83+10,76 ug/L).

6.6.2. Aktivnost citosolne glutation peroksidaze (GPx1)

Glutation peroksidaza 1 (GPx1) ima u odnosu na druge selenoproteine
jedinstven nacin regulacije ekspresije. Naime, jedino aktivnost ovog selenoenzima u
tolikoj meri zavisi od koliCine raspolozZivog selena, pri ¢emu kod jedinki sa deficitom
selena opada i koli¢ina iRNK u jetri za 90% (Saedi i sar., 1988), i aktivnost samog
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enzima (Knight i Sunde, 1987). Weiss Sachdev i Sunde su 2001. godine uocCili da selen
utiCe na stabilnost iRNK glutation peroksidaze 1 te da se u sluCaju njegovog deficita
javlja raspad informacione RNK. Ova dva autora predlazu postojanje ,,prekidaca“ koji
je zavisan od selena i da u sluCaju deficita selena, iRNK citosolne glutation peroksidaze
podleZe raspadu zbog prisustva STOP kodona (nonsense-mediated decay). Isti autori
navode da se ovo ne deSava sa iRNK za GPx4. PrateCi efikasnost translacije putem
ugradnje selena u selenoprotein, uoCili su da se kod selenadekvatnih jedinki ona
povecava 17-24 puta u odnosu na jedinke sa deficitom selena. Kako navode autori,
povecanje koli¢ine iIRNK u kombinaciji sa poveéanom efikasno$¢u translacije kod
selenadekvatnih jedinki moglo bi objasniti sto puta veCu aktivnost ovog enzima u

odnosu najedinke sa deficitom selena.

Kako povecanje koncentracije selena u hrani preko 0,1 ug selena/g ne utice na
regulaciju iRNK i aktivnosti GPx1 (Weissi sar., 1996), odabrana koliCina selena u hrani
za pacove u naSem ekperimentu od 0,3 pg selena/g svakako je obezbedila punu

aktivnost citosolne glutation peroksidaze kod selenadekvatnih jedinki.

Whanger i Butler (1988) nakon Sest nedelja eksperimenta na pacovima beleze
aktivnost GPx1 eritrocita od 435+19 pkat/L kod selenadekvatnih jedinki (0,2 mg Se/kg
hrane u obliku natrijum selenita). U naSem eksperimentu, kod selenadekvatnih jedinki,
aktivnost ovog enzima nakon tri nedelje tretmana iznosi 153,3+28,5 pkat/L, a nakon
sedam nedelja je dva puta veca i iznosi 342,1+103,3 pkat/L. Aktivnost glutation
peroksidaze eritrocita je kod selendeficitnih jedinki (0,02 mg Se/kg hrane) u
eksperimentu navedenih autora za 90% niZa u odnosu na selenadekvatne jedinke. Kod
jedinki sa deficitom selena (SePTUTA") u naSem eksperimentu, zabeleZena aktivnost
glutation peroksidaze u krvi je, nakon tri nedelje, iznosila 73,65+17,67 pkat/L Sto je za
52% niza aktivnost u odnosu na kontrolnu grupu, a nakon sedam nedelja je na istom
nivou kao i trece nedelje, iznosi 88,6+23,9 pkat/L, 8to je za 74% niZa vrednost u odnosu
na selenadekvatne jedinke. Razlika u procentima se, kao i u sluCaju GPx3, moze
objasniti upotrebom selendeficitne hrane sa vecom Kkoli¢inom selena u odnosu na

navedene autore.

Zabelezene prosecne aktivnosti GPx1 kod selenadekvatnih jedinki tretiranih sa
jopanoicnom kiselinom (Se"PTUIA™) i propiltiouracilom (Se'PTUIA") nakon 3 nedelje
tretmana su iznosile 175,5+51,73 i 150,1+46,09 pkat/L i nije zabelezena statisticki
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znatajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu (Se*PTU’IA"). Istovremena aplikacija oba
blokatora takode nije imala znaCajan uticaj na aktivnost ovog enzima. Selendeficitne
jedinke su imale statistiCki znacajno nize aktivnosti GPx1 u odnosu na kontrolnu grupu,
osim ogledne grupe koja je istovremeno dobijala oba blokatora (i PTU i IA). Prosecna
aktivnost GPx1 u ovoj grupi (SePTU’IAY) je iznosila 132,13+35,91 pkat/L i bila je
statisticki znaCajno viSa u odnosu na aktivnost GPx1 kod selendeficitnih jedinki koje
nisu dobijale blokatore. U dostupnoj literaturi nismo pronasli objasnjenje za ovu pojavu.
Kako je kod tih jedinki ustanovljena hipotireoza, a kako je postojala i negativna
korelaciona zavisnost sa koncentracijom T3 i T4 (Grafikon 5.11.1), pretpostavili smo da
je pad koncentracije tireoidnih hormona mogao uticati na povecanu sintezu ovog
selenoproteina, odnosno da bi tireoidni hormoni mogli da imaju supresivno dejstvo na
sintezu nekih selenoproteina te da pad njihove koncentracije dovodi do smanjenja

supresije i da se posledi¢no tome povecava njegova aktivnost.

Nakon sedam nedelja tretmana, prose€na aktivnost GPx1 je bila ujednacena u
svim selenadekvatnim grupama. Kod selendeficitnih jedinki aktivnost ovog enzima je
bila nekoliko puta niza. Selendeficitna grupa tretirana sa oba blokatora je imala nesto
viSu aktivnost ovog enzima u odnosu na ostale selendeficitne grupe, ali ova razlika nije

bila statistiCki znaCajna.

6.6.3. Aktivnost plazmatske glutation peroksidaze (GPx3)

Izmerene aktivnosti plazmatske glutation peroksidaze (GPx3) su nakon tri
nedelje eksperimenta kod selenadekvatnih jedinki (Se'PTUTAY) u proseku iznosile
55,27+17,85 pkat/L, a kod jedinki sa deficitom selena (SePTUIAY) 32,08+14,87
pkat/L, pri Cemu je izraCunati pad aktivnosti ovog enzima u plazmi iznosio 42%. Hill i
sar. (1987) navode da kod seledeficitnih jedinki brze opada aktivnost GPx1 nego GPx3
te su nasi rezultati u skladu sa navedenim autorima poSto je u posmatranom periodu
aktivnost GPx1 opala u vecem procentu (52%) nego aktivnost GPx3. Isti autori navode
daje za maksimalni pad aktivnosti GPx3 prilikom deficita selena kod pacova potrebno
6 nedelja. Nakon sedam nedelja, aktivhost GPx3 je u kontrolnoj grupi bila
119,40+37,00 pkat/L, akod jedinki sa deficitom selena (SePTUIA") je bila 23,48+4,32

pkat/L te mozemo reCi da je tokom vremena aktivnost GPx3 kod selenadekvatnih

98



jedinki porasla dva puta, a da je kod selendeficitnih jedinki stagnirala. Bates i sar.
(2000) takode navode da aktivnost GPx3 raste sa staroSCu pacova, a slicni rezultati su
dobijeni i kod nekih drugih Zivotinjskih vrsta: goveda (Jovanovi¢ i sar., 2004.), pilica
(\Valcic i sar., 2011.). Hill i sar. (1987) su za izazivanje deficita selena koristili hranu sa
0,008 mg Se/kg hrane, a zabeleZeni pad aktivnosti GPx3 je bio 99%. U naSem
eksperimentu je nakon tri nedelje aktivhost GPx3 pala za 42% kod selendeficitnih
jedinki u odnosu na selenadekvatne. Pad aktivnosti ovog enzima nakon 7 nedelja
tretmana od 78,64% u naSem eksperimentu moze se objasniti upotrebom selendeficitne
hrane sa ve¢om koli¢inom selena (0,03 mg Se/kg hrane) u odnosu na navedene autore.
Prilikom upotrebe propiltiouracila (grupa Se'PTU’IA"), nakon tri nedelje je
zabeleZena statistiCki znaCajno veca aktivnost GPx3 u odnosu na kontrolnu grupu i ona
je u proseku iznosila 91,38+20,42 pkat/L. Kako je u istoj grupi izmerena i veca

koncentracija selena u krvi moguce je da je ovo uzrok poveéanja aktivnosti GPx3.

Nakon sedam nedelja tretmana aktivhost GPx3 je u svim selenadekvatnim
grupama bila ujednacena dok je kod svih selendeficitnih jedinki zabeleZena statisticki
znaCajno niZa aktivnost GPx3. Selendeficitne grupe tretirane sa PTU su imale nesto vise
aktivnosti GPx3 u odnosu na ostale selendeficitne grupe, a t-testom je zabelezena
statistiCka znaCajnost. U istim grupama je zabelezena i dramati¢no niza koncentracija
T3 i T4. Nakon obrade podataka, utvdena je negativna korelaciona zavisnost izmedu
nivoatireoidnih hormonai aktivnosti ovog enzimai to samo kod selendeficitnih jedinki.
Pojava negativne korelacione zavisnosti izmedu T3 i aktivnosti GPx3 i T4 i aktivnosti
GPx3 mogla bi biti posledica prioriteta sinteze odredenih selenoproteina pri deficitu
selena, koji se ostvaruje preko supresivnog dejstva tireoidnih hormona na sintezu ovih
selenoproteina. Howie i sar. (1995) navode da kada opada proizvodnja tireoidnih

hormona u Stitastoj Zlezdi, raste sekrecija GPx3.
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6.7. Korelacije

6.7.1. Korelaciona zavisnost izmedu koncentracije selena i aktivnosti GPx1 i GPx3

Nakon analize korelacione zavisnosti izmedu koncentracije selena u krvi i
aktivnosti GPx1 eritrocita, nakon tri nedelje tretmana, utvrdeni koeficijent korelacije je
iznosio 0,66 (p<0,01), a uzete su u obzir vrednosti za ova dva parametra kod svih
ispivanih jedinki. I1zvodeci korelacionu zavisnost pojedinacno po tretmanima, uocena je
visoka korelaciona zavisnost izmedu ova dva parametra kod selenadekvatnih i
selendeficitnih jedinki  r=0,81. Kod drugih zivotinjskih vrsta vrednosti koeficijenta
korelacije se krecu od r=0,78 kod ovaca (PeSut, 1996), r=0,59 kod goveda, r=0,27 kod
svinja (McMurray i Blanchflover, 1976). Aplikacija blokatora dejodinaza pojedinacno,
u ovom periodu, nije bitno uticala na vrednosti koeficijenta korelacije koji su iznosili
r=0,83 kod selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa PTU 1 r=0,78 kod
selenadekvatnih i selendeficitnih jedinki tretiranih sa 1A. Yoshida i Nakazono (1995),
pri primeni PTU, takode ne uoCavaju naruSavanje korelacione zavisnosti izmedu
koliCine selena i aktivnosti GPx1 u jetri. Medutim, istovremeni tretman sa oba blokatora
(PTU i IA) je doveo do gubitka korelacione zavisnosti izmedu ova dva parametra. Kod
ovih selenadekvatnih jedinki nizu koncentraciju selena u krvi nije pratila niZa aktivnost
GPx1, a sdlendeficitne jedinke su imale visu aktivnost ovog enzima u odnosu na
selendeficitne jedinke koje nisu dobijale blokatore. NaruSavanje korelacije kod ovih
jedinki moglo bi biti posledica preusmeravanja selena u sintezu GPx u uslovima
hipotireoze. Ista pojava je zapazena i kod korelacione zavisnosti izmedu koncentracije
selena u krvi i aktivnosti GPx3 nakon sedam nedelja kada je tretman sa oba blokatora
(PTU i IA) ili samo sa PTU, doveo do gubitka korelacione zavisnosti izmedu selena i
GPx3. Posmatraju¢i oba ova tretmana zajedno (sve jedinke tretirane sa PTU),
koeficijent korelacije je iznosio r=0,55 (Grafikon 5.10.4.) i bio je znaCajno manji od
koeficijenta korelacije kod jedinki netretiranih sa PTU kod kojih je iznosio r=0,94
(Grafikon 5.10.3.). U selenadekvatnim grupama tretiranim sa PTU, nivo selena u krvi je
bio nizi u odnosu na kontrolnu grupu i grupu tretiranu sa IA, pri ¢emu su aktivnosti
GPx3 bile ujednacene. Kod selendeficitnih jedinki, aktivnost GPx3 je kod jedinki

tretiranih sa PTU bila znaCajno viSa u odnosu na selendeficitne jedinke koje nisu
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dobijale PTU (Grafikon 5.8.2). Zakljucak bi mogao biti isti, a to je da se u uslovima

hipotireoze, selen usmerava u sintezu GPx.

6.7.2. Korelaciona zavisnost izmedu koncentracije tireoidnih hormona i aktivnosti
GPx1i GPx3

Nakon tri nedelje tretmana je uoCena negativna korelaciona zavisnost izmedu T3
i aktivnosti glutation peroksidaze 1 kod selendeficitnih jedinki (Grafikon 5.11.1). Isti
efekat je zapaZen i kod korelacione zavisnosti izmedu T3 i GPx3, nakon sedam nedelja
tretmana, kada je uoCena negativha korelacija izmedu ova dva parametra kod
selendeficitnih jedinki.

ZabeleZzene promene aktivnosti glutation peroksidaza i negativna korelaciona
zavisnost izmedu aktivnosti GPx i koncentracije tireoidnih hormona, mogle bi ukazati
na inhibitorni uticg tireoidnih hormona na ekspresiju i/ili aktivnost glutation
peroksidaza u odnosu na raspolozivi selen, u uslovima hipotireoze izazvane sistemskim
padom koncentracije T4. Ovaj efekat je naroCito izrazen kod selendeficitnih Zivotinja. U
opisanim uslovima potrebna je poviSena konverzija T4 u T3 kako bi se odrZala
fizioloSka koncentracija aktivnog hormona T3, pa se raspoloZivi selen preusmerava od

sinteze peroksidaza ka sintezi dejodinaza, pre svega ID2.
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7. Zakljucci

Na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su sledeci zakljucci:

1.

Telesna masa juvenilnih pacova znaCajno se smanjivala tokom celog
eksperimentalnog perioda usled blokade tireoidne osovine propiltiouracilom (PTU),
i kao posledica niskog statusa selena. Najvece smanjenje telesne mase je uoceno kod
selendeficitnih jedinki tretiranih sa (PTU).

Koncentracija tiroksina (T4) u krvnoj plazmi juvenilnih pacova je sve vreme
znaCajno opadala u eksperimentalnim grupama tretiranim sa PTU. Kod
selendeficitnih Zivotinja ovaj pad je bio izrazitiji u odnosu na selenadekvatne
jedinke.

Koncentracija trijodtironina (T3) u krvnoj plazmi juvenilnih pacova opaa je posle
tri nedelje u svim grupama tretiranim sa PTU, bez obzira na status selena. Posle
sedam nedelja tretmana, koncentracija T3 se ujednacila na normalnom nivou kod
selenadekvatnih pacova, dok su vrednosti ostale nize kod selendeficitnih pacova
tretiranih sa PTU.

Koncentracija tireostimulirajueg hormona (TSH) u krvnoj plazmi pacova
viSestruko je porasla u svim grupama tretiranim sa PTU tokom celog
ekperimentalnog perioda. Istovremeno, koncentracija TSH je blago porasla kod
zivotinja tretiranih jopanoicnom kiselinom (IA). | kod selendeficitnih jedinki je
tokom eksperimenta ustanovljena blago poviSena koncentracija TSH.

Procenat konverzije T4 u T3 rastao je celim tokom eksperimenta kod grupa pacova
tretiranih sa PTU, da bi kod selendeficitnih Zivotinja posle sedam nedelja dostigao
vrednosti bliske stopostotnoj aktivaciji.

Koncentracija selena u punoj krvi juvenilnih pacova bila je viSestruko (5-7 puta)
niza kod svih selendeficitnih grupa u poredenju sa selenadekvatnim. Kod
selenadekvatnih Zivotinja blokada tireoidne osovine izazvana sa PTU+IA dovela je

do znaCajnog smanjenja koncentracije selena u odnosu na kontrolu.

Aktivnost selenoenzima glutation peroksidaze 1 (GPx1) eritrocita i glutation
peroksidaze 3 (GPx3) u krvnoj plazmi je kod selenadekvatnih jedinki porasla2 — 2,5
puta u sedmoj u odnosu na treéu nedelju eksperimenta, dok kod selendeficitnih

pacova porast tokom vremena nije zabelezen. Kod selendeficitnih grupa

102



istovremeno tretiranih sa PTU+IA aktivnost GPx1 bila je visa u poredenju sa
selendeficitnom grupom netretiranom blokatorima deodinaza nekon tri nedelje, a
selendeficitne grupe tretirane sa PTU su imale dvostruko visu aktivnost GPx3 u
odnosu na selendeficitnu grupu netretiranu blokatorima dejodinaza nakon sedam
nedelja.

. Visoka pozitivha korelaciona zavisnost utvrdena je izmedu koncentracije selena u
krvi i aktivnosti selencenzima GPx1 i GPx3 tokom celokupnog traanja
eksperimenta u svim oglednim grupama zajedno. Medutim, korelaciona zavisnost
bila je raskinuta za GPx1 posle tri nedelje u grupamartretiranim saPTU+IA, kao i za
GPx3 u sedmoj nedelji kod Zivotinja tretiranih sa PTU.

. Negativna korelaciona zavisnost (r=-0,55, p<0,01) utvrdena je izmedu koncentracije
T3 u krvnoj plazmi i aktivnosti eritrocitne GPx1 u trecoj nedelji eksperimenta na
nivou celokupne selendeficitne populacije; negativna korelacija (r=-0,63, p<0,01)
utvrdena je izmedu nivoa T3 i aktivnosti GPx3 u krvnoj plazmi selendeficitnih

pacova u sedmoj nedelji eksperimenta.
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9. Skradéenice

T4- tiroksin

T3- trijodtironin

T SH- tireostimulirajuci hormon

PTU- propiltiouracil

| A- jopanoicna kiselina

GPx1- citosolna glutation peroksidaza
| D1- jodotironin dejodinaza 1

| D2- jodotironin dejodinaza 2

SPS2- selenofosfat sintetaza 2

Sec- selenocistein
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Mpwnor 1.

N3jaBa 0 ayTOpPCTBY

MoTtnucaHu-a MunaHosuh CBeTsiaHa

6poj ynuca 0112/20

V3jaBrbyjem
[a je AOKTOopcKa aucepTaluja nog Hac/10B0M

LY TUuaj nponuaTmoypauuia 1 jonaHonyHe KucesimHe Ha QyHKUujyy TupeoumaHe
OCOBMHE WM aKTUBHOCT [/IYTATUOH MNepoKcuaasa Koa ceneH-aedULNeHTHUX U
ceNeH-aaekBaTHUX jyBeHUHUX nalosa”

e pe3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXKMBauKor paaa,

e [a npegnioxeHa gvceprauuvja y LesivHU HU Y fenioBUMa Huje 6una npeanoxeHa
3a fobujakbe OWIO Koje AunsioMe npemMa CTyaujcKuMm nporpaMmvma gpyrux
BMCOKOLLKOJ/ICKMX yCTaHOBa,

e [1a Cy pe3ynTaTi KOPEeKTHO HaBeaeHU U

e [ HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npasa v KOPUCTUO MHTENEKTYasTHY CBOjUHY ApYruX
nua.

MoTnnc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 22.6.2012.




Mpwunor 2.

3jaBa O NICTOBETHOCTW LUTaMMNaHe N eJfIEKTPOHCKE
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Vme 1 npe3snme aytopa: MunaHosuh CeetnaHa

Bpoj ynnuca 0112/20

CTyaunjcku nporpam: LOKTOPCKe cTyanje

Hacnoe paga: ,YTuuaj nponuarMoypaumna U jonaHomyHe KMcenumHe Ha (pyHKumjy
TUPEONAHE OCOBMHE W aKTUBHOCT _[NYTAaTUMOH Nepokcuaasa Ko —CesieH-
OeDULN|EHTHUX N celeH-aAeKBaTHUX JyBEHW/THUX NaLoBa’

MeHTop: Mpodh. ap MeBaH b. JoBaHOBUN

MotnucaHa MunaHoBuh CBeTnaHa

n3jaBs/byjeM fa je LTamnaHa Beps3uja MOr AOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA €/1EKTPOHCKO)
BEp3nju Kojy cam npepgao/na 3a o6jaB/bMBakbe Ha - noptasly  OurutasiHor
peno3suTopujyma YHuBep3uTeTay beorpagy.

[o3BosbaBaM fa ce o6jaBe MOj NUYHK Nofauun Be3aHn 3a Aooujatbe akaJeMCKor 3Bakha
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO cy MMe 1 npe3nmMe, roguHa n mecTo pohera 1 gatym ogbpaHe

paga.

OB/ /MYHM MofauM MOTy ce 06jaBUTM Ha MPEeXHUM CTpaHuuama AaurnTasiHe
61GNNOTEKE, Y NEKTPOHCKOM KaTanory vy nyénukauujama YHusepsuteTa y beorpagy.

NoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 22.6.2012.




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepsutetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap MapkoBuh* ga y Ourutanym
penosuTopujyMm YHuBepauteTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY AucepTauujy nog
HacnoBom;

YTuLaj nponunTuoypaumna v jonaHouyHe KMcernuHe Ha doyHKUM]Y TUPEOUIHE OCOBUHE
1 aKTUBHOCT MYTaTWUOH NepoKkcuaasa koa ceneH-aeuLuieHTHUX M ceneH-aaekBaTHUX
[yBeHUNHMX nauosa’

KOja je Moje ayTopcKo aerno.

HvcepTauujy ca cBuM npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaTy norogHom
3a TpajHO apXuBUPaHLE.

Mojy fokTopcky ancepTauujy noxpakeHy y [ururanHu penosutopujym YHusepauTeTa
y beorpagy mory fa Kopucte CBu koju noluTyjy onpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tumny
nuueHue KpeartusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyumo/na.

@Awopcmo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEpLMjanHo
3. AyTOpCTBO — HEeKomepLuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCcTBO — HEeKOMepLMjanHo — AeNUTU Nog UCTUM YCIIOBMMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTU Nog UCTUM YCroBUMA

(Monumo faa 3aoKpy)KuTe camo jeaHy Of LUeCT MoHyfeHMX NWUUEeHUM, Kpartak onuc
nuueHun par je Ha nonefuHyn nucTa).

MoTnuc pnoktTopaHaa

Y Beorpagy, L. 0 Lo A9 _
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