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ISPITIVANJE MOGUCNOSTI KORISCENJA IZOENZIMSKIH OBLIKA
SUPEROKSID DIZMUTAZE 1 KAO BIOMARKERA INTENZITETA
PARAZITSKIH INFEKCIJA KOD OVACA

Kratak sadrzaj

U klini¢koj patologiji ovaca parazitske infekcije zauzimaju znacajno mesto i pored zdravstvenog,
predstavljaju i veliki ekonomski problem u uzgoju ovaca. Ovce su visoko prijemc¢ive na infekciju
parazitima, ¢ak i u uslovima vrlo niske infekcije paSnjaka. Na taj nain, ovce omogucavaju
odrzavanje 1 amplifikaciju intenziteta parazitske faune u jednom epizootioloSkom podrucju i
istovremeno mogu posluziti kao ,,indikator* vrsta zivotinja u cilju procene prisutne parazitske
faune u nekom podrucju.

Procena intenziteta parazitske infekcije u domacinu je od posebnog znacaja, pre svega zbog
terapijskih mera koje treba preduzeti, ali takode, predstavlja i bitan kriterijum koji se koristi u
selekciji otpornijih jedinki. Prisustvo parazita i njihovih razvojnih oblika u toku migracije dovodi
do poremecaja zdravstvenog stanja Zivotinja, pri ¢emu je stepen oStecenja u direktnoj korelaciji
sa brojem prisutnih parazita i/ili njihovih larvenih oblika, tj. sa intenzitetom parazitske infekcije.
Slobodnoradikalske vrste nastale u toku parazitskih infekcija direktno inhibiraju neke od
antioksidativnih enzima. Promene na ovim enzimima i njihova inhibicija uticu na kapacitet
zaStite od oksidacionih oSte¢enja 1 relativni udeo pojedinih komponenti u ukupnom
antioksidativnom potencijalu. Iz tog razloga postavljena je hipoteza da analiza ovih promena
moZze da posluzi kao dijagnosticko sredstvo u cilju utvrdivanja intenziteta parazitske infekcije.
Superoksid dizmutaze (SOD) (EC 1.15.1.1) predstavljaju prvu liniju odbrane u uslovima
naruSene redoks ravnotezZe, jer spreCavaju formiranje niza vrlo Stetnih reaktivnih kiseoni¢nih i
azotovih vrsta (hidroksil radikala i peroksinitrita) i inicijaciju lanCane reakcije oksidacije koja kao
krajnji ishod ima znacajna oSte¢enja biomolekula (lipida, proteina i nukleinskih kiselina). Poznat
je ,,paradoks® da se SOD 1 ireverzibilno inaktivira pri visokim koncentracijama vodonik-
peroksida, koji je proizvod reakcije koju ovaj enzim katalizuje. Imajuci u vidu napred navedenu
¢injenicu da infekcija parazitima dovodi organizam domacina u stanje oksidativnog stresa, cilj
ove doktorske disertacije bio je da se preciznije istraze promene u izoenzimskom profilu SOD 1
kod ovaca i ispita da li one mogu posluziti kao biomarker intenziteta parazitskih infekcija.
Ispitivanje je izvrSeno na ukupno 300 ovaca (starosti 12 do 18 meseci), 1 to na sojevima
autohtone rase pramenke (sjenicko-peSterska pramenka, lipska pramenka i vlaska vitoroga
pramenka), koji su obuhvaceni programom ocuvanja animalnih genetickih resursa Republike
Srbije i na uvezenim rasama ovaca (virtemberg, il d frans i Sarole), u poluintenzivnom sistemu
drZanja, u Cetiri podrucja. U okviru svake ispitivane rase/soja, formirana je kontrolna grupa ovaca
(n=10), negativnih na parazitsku infekciju.

Uzorkovanje fecesa za parazitoloSka ispitivanja 1 krvi za biohemijska ispitivanja izvrSeno je
tokom tri dana, u jutarnjim i vecernjim satima. Odredivanje prisutne vrste parazitske infekcije
ovaca izvrSeno je pregledom pojedinacnih uzoraka fecesa, metodom sedimentacije i flotacije.
Intenzitet parazitske infekcije utvrden je koriS¢enjem kvantitativne metode po McMaster-u
(modifikacija po Zajic¢ek-u).

Nivo oksidativnog stresa utvrden je odredivanjem sledecih parametara: aktivnost katalaze (CAT),
koncentracija malondialdehida (marker peroksidacije lipida) 1 koncentracije karbonilnih i tiolnih



grupa (markeri oksidativne modifikacije proteina). Aktivnost Cu,Zn — superoksid dizmutaze, kao
i prisustvo njenih izoenzimskih oblika i relativna izoenzimska distribucija aktivnosti laktat
dehidrogenaze (LDH;-LDHs), utvrdena je elektroforetski.

U ispitivanim podru¢jima, kod sojeva autohtone rase pramenke i uvezenih rasa ovaca,
ustanovljena je parazitiska infekcija sa: Trichostrongylidae, Nematodirinae, Protostrongylidae,
Trichuris spp, Strongyloides spp, Anoplocephalidae, Dicrocoelium dendriticum i Eimeria spp.
Koproloskim pregledom utvrden je razlicit ekstenzitet i intenzitet parazitskih infekcija kod sojeva
autohtone rase pramenka i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim podrucjima. Kod autohtonih sojeva
pramenke utvrden je niZi ekstenzitet i intenzitet parazitskih infekcija (p<0,05).

Nivo oksidativnog stresa kod autohtonih sojeva pramenke i uvezenih rasa ovaca razlicit je u
zavisnosti od ekstenziteta i intenziteta parazitske infekcije. Utvrdeno je da su oksidativne
modifikacije proteina kod uvezenih rasa izraZenije pri istom ekstenzitetu i intenzitetu parazitske
infekcije u odnosu na sojeve autohtone rase pramenke (p<0,01).

Utvrdeno je da je, bazalni nivo peroksidacije lipida ¢elijske membrane kod kontrolnih grupa
uvezenih rasa ovaca ve¢i u odnosu na autohtone sojeve pramenke (p<0,001). U prisustvu
parazitske infekcije, i kod sojeva autohtone rase pramenke i kod uvezenih rasa ovaca, dolazi do
oksidativne modifikacije lipida, koja je izrazenija kod uvezenih rasa ovaca (p<0,05).

Ukupna aktivnost superoksid dizmutaze 1 je veca kod sojeva autohtone rase pramenke u odnosu
na uvezene rase ovaca (p<0,05), Sto je potvrda jaCeg odgovora sojeva pramenke na oksidativni
stres izazvan parazitskom infekcijom. Sa porastom intenziteta parazitske infekcije ukupna
aktivnost enzima SOD 1 se povecava i kod sojeva autohtone rase pramenke i kod uvezenih rasa
ovaca.

Aktivnost katalaze se smanjuje sa povecanjem intenziteta parazitske infekcije, 1 kod sojeva
autohtone rase pramenke i kod uvezenih rasa ovaca (p<0,05).

Na osnovu relativne izoenzimske raspodele enzima laktat-dehidrogenaze (LDH), utvrdeno je
oSte¢enje celija razliCitih organa, Sto je u zavisnosti od prisutne vrste i intenziteta parazitske
infekcije. Kod ispitivanih sojeva autohtone rase pramenke i uvezenih rasa ovaca inficiranih sa
Strongyloides spp, Dicrocoelium dendriticum i Protostrongylidae utvrdeno je oStecenje cCelija
miokarda (LDH,) 1 plu¢a (LDH3). U prisustvu parazitske infekcije sa Strongyloides spp,
Trichuris spp 1 Dicrocoelium dendriticum utvrdeno je oStecenje Celija jetre (LDHs).

U zavisnosti od intenziteta parazitske infekcije, 1 kod sojeva autohtone rase pramenke i kod
uvezenih rasa ovaca, povecava se produkcija RNS. Kod uvezenih rasa ovaca nivo nitrozativhog
stresa je intenzivniji u odnosu na sojeve pramenke (p<0,001).

Primenom SDS-PAG elektroforeze i te€no-masene spektrometrije blize je odredena molekulska
masa izolovane ov¢ije SOD 1, od 31,84 kDa i 29,5 kDa. Izoelektrofokusiranjem je utvrdena
izoelektri¢na tacka ovcije SOD 1 od 6,42.

U ogledima in vitro, pri izlaganju SOD 1 dejstvu vodonik-peroksida, dokazana je inhibicija
aktivnosti ovog enzima i do 50%. Stepen inhibicije aktivnosti enzima zavisio je od vremena
ekspozicije 1 primenjene koncentracije vodonik-peroksida. Elektroforetskim analizama je
utvrdeno da izlaganje SOD 1 vodonik-peroksidu dovodi do dimerizacije i fragmentacije ovog
enzima i formiranja 6 proteinskih traka molekulskih masa od 63,5 kDa, 31,84 kDa, 26,91 kDa,
21,97 kDa, 15 kDa i 13 kDa. Gasno-masenom analizom utvrdeno je da vodonik-peroksid dovodi
do karbonilovanja SOD 1 (m/z 881,91 i m/z 909,42) 1 ireverzibilne oksidacije tiolne grupe
enzima (m/z 938,65 i m/z 969,96). Izoelektrofokusiranjem je utvrdeno i prisustvo SOD 1 sa
izoelektricnom tackom od 5,0, Sto je posledica oksidativnih modifikacija ovog enzima.
Spektralnom elektron paramagnetnom rezonancom, u ogledima in vitro, po prvi put, je dokazano
stvaranje azot-dioksid radikala kao posledica oksidativnih modifikacija SOD 1.



Utvrdeno je da izoenzimski oblici SOD 1 mogu da se koriste kao biomarkeri u proceni intenziteta
parazitskih infekcija kod ovaca. U zavisnosti od intenziteta parazitske infekcije i posledi¢ne
oksidativne modifikacije javljaju se promene u izoenzimskim oblicima SOD 1.

Kljucne reci: parazitske infekcije, oksidativni stres, biomarker, superoksid dizmutaza 1,
izoenzimi, ovce

Naucna oblast: Veterinarska medicina
UZa naucna oblast: Klinicka biohemija i Bolesti preZivara
UDK: 616-008.857:636.32/38



INVESTIGATING THE POSSIBILITIES OF USING SUPEROXIDE
DISMUTASE 1 ISOENZYME FORMS AS BIOMARKERS FOR
INTENSITIES OF PARASITIC INFECTIONS IN SHEEP

Abstract

In clinical pathology of sheep, parasitic infections occupy a significant place and besides
health, pose a great economic problem in sheep breeding. Sheep are highly susceptible to
parasitic infections, even under conditions of very low pasture infections. In this way,
sheep support the sustainability and amplification of parasitic fauna intensity in an
epizootiological region and may at the same time serve as “indicators” of animal species
with the aim of evaluating the presence of parasitic fauna in a specific region.

The evaluation of parasitic infection intensity in the host is of special significance,
primarily for the therapeutic measures necessary to be taken, but also, represents an
essential criterion employed in selecting more resistant individuals. The presence of
parasites and their developing forms during migration, leads to health disturbances in the
animals, when the degree of damage is in direct correlation with the number of parasites
present and/or their larval forms, ie. with the intensity of parasitic infection. Free radical
species originating during parasitic infections, directly inhibit some of the antioxidative
enzymes. Changes on these enzymes and their inhibition have an influence on the
protective capacity from oxidative damages and a relative participation of certain
components in the total antioxidative potential. For this reason, the hypothesis has been
established that the analysis of these changes may serve as a diagnostic tool with the aim
of determining the intensity of parasitic infection.

SOD (EC 1.15.1.1) presents the first line of defense under conditions of disturbed redox
balance, as they prevent the formation of a series of very harmful reactive oxygen and
nitrogen species (hydroxyl radicals and peroxynitrites) and the initiation of oxidative
chain reactions, which as an outcome are significant damages to biomolecules (lipids,
proteins and nucleic acids). A known “paradox’ is that SOD 1 is irreversably inactivated
at high concentrations of hydrogen peroxide, which is a product of the reaction catalyzed
by this enzyme. Considering the previously elaborated fact that parasitic infections lead
the organism of the host into oxidative stress, the aim of this doctoral thesis was to more
precisely investigate changes in the isoenzymatic profile of SOD 1 in sheep and examine
if these may serve as biomarkers for the intensity of parasitic infection.

The study was performed on a total of 300 sheep (aged 12 to 18 months), on strains of
autochtonous Zackel sheep breed (Sjenicko-peSterska, Lipska and Vlaska vitoroga) which
are included in the programme for conserving animal genetic resources in the Republic of
Serbia as well as on imported breeds of sheep (Wiirtemberg, Ile de France and
Charollais) kept under semi intensive conditions in four regions. Within each investigated
breed/strain, a control group of sheep was established (n=10), negative to parasitic
infection.

Sampling of feces for parasitological and blood for biochemical assaying was performed
during the course of three days , in the morning and in the evening.The distribution of



parasites in sheep was evaluated using the native smear corpological technique, by
sedimentation and flotation methods. The degree of infection intensity per sheep was
quantitatively established by the method of McMaster (modified by Zajicek).

The oxidative stress parameters were measured for catalase activity (CAT), the red cell
membrane damage by level of malondialdehyde (MDA), while carbonyl and thiol plasma
protein group concentrations were used as indicators of the degree of protein oxidative
modification. The activity of Cu,Zn - superoxide dismutase (SOD 1) and relative
distribution of lactate dehydrogenase (LDH;-LDHs) activity were determined
electrophoretically.

In the studied regions, in the strains of autochtonous Zackel sheep breed and imported
breeds of sheep, parasitic infections were detected as follows: Trichostrongylidae,
Nematodirinae, Protostrongylidae, Trichuris spp. Strongyloides spp. Anoplocephalidae,
Dicrocoelium dendriticum and Eimeria spp. Coprological examinations revealed various
extensities and intensities of parasitic infections in the strains of autochtonous Zackel
sheep breed as well in the imported breeds in the regions studied. In the strains of
autochtonous Zackel sheep breed, lower extensities and intensities of parasitic infections
were determined (p<0.05).

The level of oxidative stress in autochtonous strains of Zackel and imported sheep breeds
is different depending on the extensity and intensity of parasitic infection. It has been
determined that the oxidative modifications of proteins from imported breeds are more
expressed under same extensity and intensity of parasitic infection when compared with
the autochtonous Zackel sheep strains (p<0.01).

It has been determined that the basal level of cell membrane lipid peroxidation is higher
in the control group of imported sheep breeds when compared with the autochtonous
Zackel strains (p<0.001). In the presence of parasitic infection, both in the autochtonous
Zackel strains and imported sheep breeds, results in oxidative modification of lipids, this
being more expressed in the imported sheep breeds (p<0.05).

The total SOD 1 activity is higher in strains of the autochtonous Zackel breed when
compared to the imported sheep breeds (p<0.05), this confirming the stronger response of
Zackel strains to oxidative stress provoked by parasitic infection. With the increase of
parasite infection intensity, the total activity of SOD 1 enzyme increases in the strains of
the autochtonous Zackel breed as well as in the imported breeds.

Catalase activity is reduced with the increase in parasite infection intensity, in all studied
breeds, strains of the autochtonous Zackel breed and imported sheep breeds (p<0.05).

On the basis of the relative isoenzyme distribution of the lactate-dehydrogenase (LDH)
enzyme, damages to cells from various organs were determined, this being dependent on
the presence of the species and intensity of parasitic infection. In the studied strains of the
autochtonous Zackel and imported sheep breeds infected with Strongyloides spp,
Dicrocoelium dendriticum and Protostrongylidae, damages to the cells of the miocard
(LDH; ) and lung (LDH3) were determined. In the presence of parasitic infections with
Strongyloides spp, Trichuris spp and Dicrocoelium dendriticum damage to liver cells has
been detected (LDH5).

Depending on the intensity of parasitic infection, production of RNS increases in strains
of the autochtonous Zackel breed as well as in the imported sheep breeds. In the imported
sheep breeds, the level of nitrosative stress is more intense when compared to the Zackel
strains (p<0.001).



Applying SDS-PAG electrophoresis and HPLC/MS, the molecular mass of the sheep
SOD 1 was determined more precise, 31.84 kDa and 29.5 kDa. By isoelectrofocusing, the
isoelectric point of sheep SOD 1 was determined to be 6.42.

In in vitro experiments, during exposure of SOD 1 to the action of hydrogen peroxide, a
50% activity inhibition of this enzyme was proven. The degree of activity inhibition of
this enzyme depended on the exposure time and applied concentration of hydrogen
peroxide. With electrophoretic analyses, it has been determined that exposure of SOD 1
to hydrogen peroxide leads to the dimerization and fragmentation of this enzyme and
formation of 6 protein bands with molecular weights of: 63.5 kDa, 31.84 kDa, 26.91 kDa,
21.97 kDa, 15 kDa and 13 kDa. By GC/MS analysis, it was determined that hydrogen
peroxide leads to the carbonylation of SOD 1 (m/z 881.91 and m/z 909.42) and
irreversible oxidation of the enzyme thiol groups (m/z 938.65 and m/z 969.96). By
isoelectrofocusing, also the presence of SOD 1 with an isoelectric point of 5.0 has been
determined, which was the consequence of the oxidative modifications of this enzyme.
With the aid of spectral electron paramagnetic resonance, in in vitro experiments, for the
first time, the formation of the nitrogen dioxide radical was proven as a consequence of
SOD 1 oxidative modification.

It has been determined that isoenzymatic forms of SOD 1 may be used as biomarkers for
evaluating the intensities of parasitic infections in sheep. Depending on the intensity of
the parasitic infection and the consequences of oxidative modifications, changes in
isoenzymatic forms of SOD 1 appear.

Key words: parasitic infections, oxidative stress, biomarker, superoxide dismutase I,
isoenzymes, sheep

Scientific field: Veterinary medicine
Specific scientific field: Clinical biochemistry and Diseases of ruminants
UDC: 616-008.857:636.32/38



LISTA SKRACENICA

AGE - krajnji proizvodi glikozilovanja (engl. Advanced Glycation End products)

AOS - enzimi antioksidadivne odbrane

H,0; — vodonik-peroksid

HNE - hidroksinonenal

HOCI - hipohlorasta kiselina

NO' - azot-monoksid radikal

NOS - azot-oksid-sintaza (engl. Nitric Oxide Sinthase)

0, — superoksid-anjon radikal

OH’ - hidroksilni radikal

ONOO'" - peroksinitrit anjon radikal

RCS - reaktivne ugljeniCne vrste - (engl. Reactive Carbon Species)

RONS - reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste (engl. Reactive Oxygen and Nitrogen
Species)

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

RSS - reaktivne tiolne vrste (engl. Reactive Sulfur Species)

SOD - superokdsid-dismutaza

TBARS - tiobarbiturne reaktivne vrste

XO - ksantin-oksidaza

XD - ksantin-dehidrogenaza

LDH - laktat-dehidrogenaza

Mn-SOD — mangan-superoksid-dizmutaza

Fe-SOD - gvoZde- superoksid-dizmutaza

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline (eng. Polyunsaturated fatty acids)

PAGE - poliakrilamid gel elektroforeza

SDS PAGE - natrijum-dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza

TRIS - tris (hidroksimetil) aminometan

EPRS - elektron paramagnetna rezonantna spektroskopija
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1. UVOD

Favorizovanje visokoproduktivnih rasa u celom svetu je dovelo do rapidnog nestajanja
autohtonih populacija domacih Zivotinja. Imaju¢i u vidu znacaj oCuvanja biodiverzita kao i
prednosti lokalno adaptiranih autohtonih rasa, proucavanju i zastiti animalnih genetickih resursa
poklanja se velika paznja. Podaci (FAO DAD-IS) o karakteristikama rase, osobinama zdravlja
kao Sto je rezistencija/tolerancija koju populacije ispoljavaju prema razli¢itim patogenima, isti¢u
znacaj autohtonih rasa. Stoga je jedan od predmeta ovog istraZivanja da se utvrdi vrsta i intenzitet
parazitske infekcije, kao 1 parametri oksidativnog stresa kod sojeva autohtone rase pramenke,
koji su obuhvaceni programom oc€uvanja animalnih genetickih resursa u Republici Srbiji i

uvezenih merino rasa ovaca.

U eritrocitima su prisutni enzimi zaStite od oksidacionih oStec¢enja kao Sto su superoksid
dizmutaza (SOD, EC 1.15.1.1), katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), glutation peroksidaza (GSHPx, EC
1.11.1.9) i glutation reduktaza (GR, EC 1.6.4.2). Njihovim sadejstvom se kanaliSu
slobodnoradikalske reakcije tako da direktna oSte¢enja biomakromolekula budu §to manja. U
maturiranim eritrocitima nema de novo sinteze enzima te je kapacitet ovih sistema ogranicen.
Slobodnoradikalske vrste nastale u eritrocitima ili prooksidacioni molekuli iz cirkulacije direktno
inhibiraju neke od enzima. Promene na antioksidativnim enzimima i njihova inhibicija uti¢u na
kapacitet zaStite od oksidacionih oStecenja 1 relativni udeo pojedinih komponenti u ukupnom
antioksidativnom potencijalu. Parazitske infekcije povecavaju produkciju reaktivnih vrsti
aktivacijom neutrofila. Promene u aktivnosti i izoenzimskoj raspodeli superoksid dizmutaze

mogu ukazati na stepen infekcije i poCetak sistemskog odgovora.

U klini¢koj patologiji ovaca parazitske infekcije zauzimaju znac¢ajno mesto i predstavljaju
veliki zdravstveni i ekonomski problem u uzgoju ovaca (Saleh, 2008; Alvarez i sar., 2009). Kod
prezivara, zbog specificnih uslova gajenja, treba imati u vidu da je moguc¢nost kontrole
parazitskih infekcija veoma kompleksna. Imajuci u vidu znacaj interakcije genotipa, paragentskih
faktora i Zivotnog ciklusa parazita potencira se Cinjenica da jedan pristup u kontroli i terapiji
parazitskih infekcija nije dovoljan i naglasava znacaj integrisane primene vise metoda. U cilju

postizanja optimalne zaStite, u program kontrole ukljucuju se selekcija Zivotinja na otpornost
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prema parazitskim infekcijama, kontrola pasnjaka, ishrane i drugi elementi (Silvestre i sar., 2000;

Kenyon i sar., 2009).

Kao najces¢i paraziti koji ugroZavaju zdravlje ovaca na naSem podrucju su: Fasciola

hepatica, Dicrocoelium dendriticum, Zeludacno-crevne Trichostrongylidae i Strongyloides spp.

Fasciola hepatica parazitira u Zu¢nim kanalima jetre biljojeda (rede kod &oveka). Zivotni
ciklus ove trematode odvija se u prirodi preko vodenog puzica. Infektivna forma su metacerkarije
koje pravi domacin unosi sa hranom u organizam. Masovno prodiranje mladih parazita u jetru
izaziva oStecenje kapsule, a moze dovesti i do akutnog zapaljenja jetre i peritonitisa. Akutna
fascioloza traje 4 do 6 nedelja po infekciji. Parazit se hrani eritrocitima, a na organizam domacina
deluje joS 1 toksinima i mehanicki. Odrasli paraziti Zive u Zu¢nim kanalima 3 do 5 godina (Saleh,

2008).

Dicrocoelium dendriticum 7ivi u Zuénim kanalima jetre kod biljojeda i svastojeda. Zivotni
ciklus ove trematode odvija se preko dva prelazna domacina, prvi su puzi¢i iz roda Zebrina i
Helicella, a drugi mravi iz roda Formica, u kojima se formiraju metacerkarije, koje predstavljaju
infektivnu formu za pravog domacina. U toku 50 do 60 dana nakon ulaska u organizam od njih
nastaju polno zreli paraziti. Dicrocoelium zivi od 1,5 do 3 godine u Zu¢nim kanalima domacina

(Otranto i1 Traversa, 2003; Manga-Gonzalez i sar., 2005).

Zeludaéno-crevne Trichostrongylidae parazitiraju u siri$tu i tankim crevima izazivajuéi
gastroenteritis. Prirodna infekcija retko je izazvana samo jednom vrstom iz ove grupe. Patoloske
promene nastaju u prisustvu larvenih i odraslih oblika ovih nematoda. Klini¢ki ispoljen
parazitizam je prvenstveno kod mladih kategorija Zivotinja, ali se povremeno moZe ispoljiti i kod
starijih. Razvoj u spoljnoj sredini je direktan, bez prelaznog domacina. Infekcija nastaje

peroralnim unoSenjem infektivnih larvica (stadijum L3z) (Rufener i sar., 2009; Yacob i sar., 2009).

Parazitski oblik Strongyloides papillosus predstavljaju partenogenetske Zzenke koje
parazitiraju u tankom crevu ovaca. Zivotinje se inficiraju unoenjem infektivnih larvica (stadijum
L3), preko hrane 1 vode (pasivno) i/ili aktivnim ulaskom preko koZe. PatoloSko delovanje parazita
u domacinu posledica je prisustva larvica u migraciji i/ili adultnih formi u tankim crevima

(Eberhardt i sar., 2008; Olsen i sar., 2009).
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Prisustvo ovih parazita i njihovih razvojnih oblika u toku migracije dovodi do poremecaja
zdravstvenog stanja Zivotinja, pri ¢emu je stepen oStecenja u direktnoj korelaciji sa brojem
prisutnih parazita i/ili njihovih larvenih oblika (Dzik, 2006; Saleh, 2008; Saleh i sar., 2011). Prvu,
nespecificnu liniju odbrane, predstavljaju neutrofili koji sintetiSu u svojim strukturama reaktivnu
kiseoni¢nu vrstu, superoksid anjon radikal (O,7). Superoksid anjon radikal spada u grupu jakih
oksidanasa, ali njegova prooksidativna aktivnost se odnosi na njegovu konjugovanu kiselinu,
perhidroksi radikal (HOQO'), koji oduzimanjem protona zapocinje proces peroksidacije lipida.
Superoksid dizmutaza vrsi neutralizaciju superooksid anjon radikala pri ¢emu nastaje vodonik-
peroksid. RavnoteZna koncentracija vodonik-peroksida u ¢eliji odrzava se razlaganjem pomocu
katalaze ili glutation-peroksidazom. Zbog visokog sadrzaja polinezasi¢enih masnih kiselina,
najosetljiviji deo celije na prooksidativho oStecenje su membrane Celija 1 Celijskih organela.
Peroksidacijom lipida nastaje malondialdehid (MDA) koji se vezuje za proteine i fosfolipide
membrane, ¢ime se remeti njihova funkcija (Mukul i sar., 2005; Pryor i sar., 2006; Rossner i sar.,
2007; Valko 1 sar., 2007). Usled oStecenja celijske membrane dolazi do ,,curenja“ enzima citosola
u ekstracelularni prostor. Jedan od takvih enzima je 1 laktat dehidrogenaza (LDH). Ovaj enzim
postoji u pet izoenzimskih oblika sa razli¢itom distribucijom u pojedinim organima, tako da se
odredivanje nivoa njihove aktivnosti moze Koristiti za procenu stepena i vrste oStecenog tkiva

(Jaffe i sar., 1996).

Azot-oksid (NO) nastaje u toku enzimske konverzije L-arginina u L-citrulin, pod dejstvom
azot-oksid sintetaze. Sa jednim nesparenim elektronom NO je vrlo reaktivan molekul koji
oStecuje proteine, ugljene hidrate, nukleotide i1 lipide i udruZenim dejstvom sa drugim
medijatorima zapaljenske reakcije dovodi do oStecenja Celija i tkiva. NO je i mo¢ni relaksans
glatkih miSi¢nih Celija arterijskih i venskih krvnih sudova i inhibitor agregacije i adhezije
trombocita. Donori NO imaju iz ovog razloga terapeutski znacaj. Medutim, azot-oksid ima ulogu
1 u patogenezi jer moZe da reaguje sa kiseonikom ili superoksid anjon radikalom pri ¢emu nastaju
razli¢ite reaktivne kiseoni¢no—azotne vrste, koji su mocni oksiduju¢i agensi sa citotoksi¢nim

delovanjem (Agarwal i sar., 2005).

Na mestima gde postoji povecana lokalna produkcija NO i O, (kao §to je slucaj kod
imunskog odgovora i zapaljenske reakcije), NO moZe reagovati sa O,  formiraju¢i mocni

oksidacioni agens — peroksonitrit. Pri protonovanju peroksonitrita nastaje visoko reaktivna
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peroksinitritna kiselina ¢ijom homolitickom razgradnjom nastaju hidroksilni i nitritni radikal koji

su odgovorni za vecinu toksi¢nih efekata (Rossner i sar., 2007; Valko i sar., 2007).

Prelazni metali katalizuju heteroliticko cepanje peroksinitritne kiseline, pri ¢emu nastaju
hidroksilni anjon 1 nitronijum katjon, poznati agens za nitrovanje aromaticnih sistema, a njegov
glavni efekat in vivo je nitrovanje tirozinskih ostataka proteina, Sto za posledicu ima gubitak
funkcije proteina. Pod dejstvom peroksinitritne kiseline dolazi do oksidacije SH—grupa proteina,
kao 1 glutationa (GSH), koji na ovaj nacin redukuje koli¢inu peroksinitrita u ¢eliji (Valko i sar.,

2007).

Povec¢ano izlaganje reaktivnim kiseoni¢nim 1 azotovim vrstama dovodi Celiju u stanje
oksidativnog stresa, i moZe izazvati kontrolisanu ¢elijsku smrt (apoptoza), razvoj maligne celije
ili nekontrolisanu ¢elijsku smrt (nekroza). Ovaj mehanizam se nalazi u osnovi razvoja gotovo

svake bolesti (Lykkesfeldt i Svendsen, 2007).

Parazitske infekcije dovode do povecane produkcije reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih vrsta,
S$to organizam domacina uvodi u oksidativni/nitrozativni stres (Kolodziejczik 1 sar., 2006; Saleh i
sar., 2011). Kvantifikaciju oksidativnog stresa u in vivo uslovima moguce je pratititi preko niza
intermedijarnih metabolita i kona¢nih produkata u krvi i uzorcima biopsije tkiva koji nastaju
oksidativnom modifikacijom biomakromolekula. Medutim, brojni limitiraju¢i faktori cine
kvantifikaciju promena izazvanih oksidativnim stresom kompleksnom. U literaturi preovladava
stav da SOD 1 moze biti koriS¢ena kao pouzdan biomarker oksidativnog stresa (Arguelles i sar.,

2004; Celi, 2011).

Superoksid dizmutaza 1 (SOD 1), oznacena u literaturi i kao Cu,Zn-superoksid dizmutaza,
pripada familiji metalo-proteinaza. U grupi superoksid dizmutaza, pored SOD 1 (prisutna u
citoplazmi), nalaze se i SOD 2 (prisutna u mitohondrijama) i SOD 3 (prisutna u ekstacelularnom
matriksu). Superoksid dizmutaza 1 je evolutivno visoko konzerviran enzim, sastavljen od dve
subjedinice i1 njegova molekulska masa iznosi 32 kDa. U aktivhom mestu ovog enzima nalaze se
joni bakra i cinka (Kim i sar., 2011). Ovaj enzim katalizuje reakciju pretvaranja superoksid anjon
radikala do vodonik-peroksida. Eritrociti su, kao visoko specijalizovane celije, veoma pogodan
model za proucavanje oksidativnog stresa iz viSe razloga. Kao prvo, aktivnost SOD 1 je najveca u

eritrocitima, Sto je 1 razumljivo s obzirom na visok nivo prooksidativnih materija (visok parcijalni
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pritisak kiseonika i prisustvo gvozda, koje preko Fentonove reakcije dovodi do povecane
produkcije superoksid anjon radikala). Zatim, u eritrocitima zbog odsustva jedra nema de novo
sinteze enzima, zbog Cega se prisutna SOD 1 i promene u njenom izoenzimskom profilu mogu
smatrati validnim biomarkerom intenziteta oksidativnog stresa. I na kraju, reaktivne kiseonicne i
azotove vrste lako prolaze kroz jonske kanale u membrani eritrocita, tako da promene u
izoenzimskom profilu SOD 1 ukazuju i na oksidativni stres sistemskog karaktera (Burak-Cimen,

2008; Nikoli¢-Kokic i sar., 2010).

Imajuc¢i u vidu napred navedenu Cinjenicu da infekcija parazitima dovodi organizam
domacina u stanje oksidativnog stresa postavljena je hipoteza da promene u izoenzimskim

oblicima SOD 1 mogu posluziti kao biomarker intenziteta parazitskih infekcija.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. ZNACAJ PROUCAVANJA AUTOHTONIH RASA OVACA ZA VETERINARSKU
MEDICINU

Favorizovanje jednostrano selekcioniranih, visokoproduktivnih rasa, neminovno je dovelo
do gubitka interesa za gajenje autohtonih, niskoproduktivnih rasa, a samim tim do gubitka
biodiverziteta animalnih genetickih resursa u celom svetu. Imaju¢i u vidu znacaj genetiCke
varijabilnosti za opstanak vrste, predloZen je globalni internacionalni program za proucavanje i
zaStitu animalnih genetiCkih resursa, to jest ugroZenih rasa i varijeteta (The state of the world’s

animal genetic resources for food and agriculture, FAO 2007).

U tom smislu je razvijena metodologija za sprovodenje ovog programa koja izmedu ostalog
ukljucuje i procedure za opisivanje i karakterizaciju rasa, fenotipske i fizioloSke osobine koje
karakteriSu rasu, adaptiranost na uslove gajenja, kao i formiranje baze podataka za utvrdene
karakteristike (Domestic Animal Diversity Information System, FAO, DAD IS, 2012). Na osnovu
dobijenih podataka procenjuje se status rase ili soja u jednoj zemlji i donosi odluka o primeni
odgovaraju¢e metode za konzervaciju rase. Na osnovu dosadaSnjeg rada na konzervaciji
populacija, formirao se stav, koji se sve viSe koristi kao osnovni princip, a to je, da konzervacija
populacija ne sme da se posmatra kao entitet za sebe, ve¢ se favorizuje racionalno koris¢enje
animalnih genetickih resursa, uz definisan odgajivacki program i zdravstveni nadzor. Racionalno
koriS¢enje animalnih genetickih resursa, od velikog je znacaja za stanovniStvo nerazvijenih
oblasti i predstavlja vazan deo strategije ruralnog razvoja u periodu 2007-2013. godine, u svim

evropskim zemljama.

Prema podacima FAO (World Watch List for domestic animal diversity) u svetu se gaji
1495 rasa i sojeva ovaca. Procena ugroZenosti populacija pokazuje da 658 rasa ovaca ima kritican
status ili je pred istrebljenjem, dok je ve¢ 181 rasa nestala. Najveci broj rasa ovaca nestao je u
Evropi (142 rase). U Evropi se trenuno gaji 770 rasa i sojeva ovaca, pri ¢emu samo 332 rase nisu

ugrozene. Vise decenija unazad, problem gubitka interesa za gajenje autohtonih rasa i sojeva
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ovaca u Srbiji je evidentan i preduzimaju se mere da se izvrSi karakterizacija ugrozenih

populacija i njihovo uklju¢enje u programe zastite biodiverziteta.

Sa aspekta veterinarkse medicine konzervacija ugrozenih sojeva i formiranje banke gena,
baziranom na principu ,,plati sad — koristi kasnije®, ima zna¢najno mesto u rekonstrukciji
evolutivno adaptiranih populacija na uslove gajenja kao i u moguc¢nosti da se ocuvaju retki geni,
odnosno specificne karakteristike populacije. Posebno se istice znacaj konzervacije animalnih

genetickih resursa u cilju borbe protiv pojedinih parazitskih i infektivnih bolesti (Wakelin, 1992).

2.1.1. Autohtone rase

Pod delovanjem vektora prirodnog odabiranja, formiraju se populacije koje su dobro
adaptirane na uslove ambijenta, otporne. Grubo narusavanje i neposStovanje strukture autohtonih
rasa uvek se pokazalo bioloski nepovoljnim, a ¢esto nije donelo Zeljene ekonomske efekte. Sve
ovo ukazuje da bi autohtone rase u buducnosti mogle da odigraju znacajnu ulogu kao izvor

varijabilnosti vaznih za otpornost i adaptivnu sposobnost.

2.1.1.1. Sjenicko-pesterski soj pramenke

Sjenicko-pesterski soj je najkrupniji soj pramenke. Ovaj soj se gaji u jugozapadnom delu
Srbije, Crnoj Gori 1 Bosni. Prema klasifikaciji rasa (FAO, 2012) sjenicko-pesterski soj pripada
regionalnim sojevima pramenke. U cilju zaStite ovog vaznog animalnog resursa izvrSena je
karakterizacija populacije koja je pokazala da se danas teSko mogu naci Cisti, izvorni oblici
sjenicke ovce. Izvorni oblici ove ovce mogu se nac¢i u oblasti sjenicko-peSterske visoravni, na

kojoj se tradicionalno gaji, u potpunosti adaptirana na izazove okruzenja.

Glava sjenicko-peSterskog soja je obrasla belom dlakom sa karakteristicnim tamno
pigmentiranim poljima. Crni kolutovi nalaze se oko oc€iju — naocare, gubica je crno oivicena,
donja i gornja usna su crne boje, kao i vrhovi usiju. Dlaka na nogama je bela ili prskana, crno-
bela. Runo je bele boje 1 ¢ine ga levkasti pramenovi tako da je runo poluotvoreno. Ovce su Sute a

ovnovi imaju rogove u obliku spirale (SI. 1). Visina ovaca je oko 67 cm, a ovnova 72 cm. Telesna
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masa ovaca je oko 50 kg, a ovnova 70 kg. Randman mesa je oko 45%. Jagnjad su na rodenju
teSka 3,8 kg. Mlecnost u laktaciji od 5 do 6 meseci je oko 70 kg mleka. Plodnost ovaca je oko
120% (Savi¢, 2007).

U pogledu kvaliteta vune, sjenicko-peSterska ovca spada u pramenke sa najboljim
kvalitetom vune. Fino¢a vunskih vlakana je C sortimenta. GodiSnji prinos vune po ovci je oko 1,5

kg, a po ovnu oko 2 kg.

Radi popravljanja mesnatosti, prinosa i kvaliteta vune populacije sjenickog soja se ukrstaju sa

razli¢itim tipovima merino rasa.
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Slika 1. Sjenicko-pesterski soj pramenke

2.1.1.2. Lipski soj pramenke

Lipski soj je dobio naziv po selu Lipe, pored Smedereva. Pripada pramenkama sa dugim
repom. Eksterijerna odlika ovog tipa je mala glava, ovce su Sute, a ovnovi imaju trouglaste
rogove u obliku spirale. Vuna je bele boje, a noge su, kao i glava, obrasle crnom i sjajnom
dlakom (SI. 2). Runo je otvoreno, sa Siljastim i bi¢astim pramenovima, a vuna je D sortimenta.
Visina ovaca je oko 60 cm, a ovnova 65 cm. Telesna masa ovaca je oko 55 kg, a ovnova 60 kg.

Ovaj soj ima potencijal za dobru proizvodnju mleka i u uslovima dobre ishrane moze dati
oko 1 kg mleka dnevno, u periodu laktacije, koja traje 3-4 meseca, mlecnost je preko 100 kg.
Lipski soj ima znacajan potencijal za mlecnost, pa se sistematskom selekcijom uz adekvatnu
ishranu, moze dobiti izrazito mle¢na rasa.

Lipski soj je jedan od ugroZenih sojeva pramenke. Trenutno se u programu zastite

(konzervacija in situ) ovog soja gaji oko 300 grla, u selu Lipe (FAO DAD IS, 2012). Na osnovu
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klasifikacije rasa, koja je pokazatelj genetickog biodiverziteta (FAO, 2012) lipski soj pramenke
pripada lokalnim rasama, a po stepenu ugroZenosti nalazi se na listi ugroZenih rasa pod

kontrolom i potreba za karakterizacijom soja i programom konzervacije je od izuzetnog znacaja.
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Slika 2. Lipski soj pramenke

2.1.1.3. Vlaski vitorogi soj pramenke

Vlaski vitorogi soj je tradicionalno gajen u Vojvodini. Ekterijerna odlika ovog soja su
karakteristi¢ni uvrnuti pravi rogovi, slicni kozjim rogovima, koji se javljaju kod oba pola (SI. 3).
Visina ovaca je oko 50 cm, a ovnova 57 cm. Telesna masa ovaca je oko 35 kg, a ovnova 40 kg.
Vuna je crne, kestenjaste ili bele boje, dugacka preko 20 cm, pa Cesto dopire do zemlje. Fino¢a

vune je D i E sortimenta. Veoma je otporan i skroman u ishrani.

Gubitak interesa za gajenje autohtonih, niskoproduktivnih sojeva, doveo je do rizi¢nog
statusa vlasko vitorogog soja. U oblasti juznog Banata, zapocet je proces zaStite vlasko vitorog
soja, tako da se sada gaji oko 500 ovaca. Po stepenu ugroZenosti nalazi se na listi ugroZenih rasa

pod kontrolom (FAO DAD IS, 2012).
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Slika 3. Vlaski vitorogi soj pramenke

2.1.2. Uvezene (egzoti¢ne) rase ovaca

U cilju poboljSanja proizvodnih karakteristika autohtonih rasa ovaca, pedesetih godina
proslog veka, zapocet je opseZan program melioracijskog ukrStanja. Tako da, danas rasni sastav u
ovcarstvu Srbije ¢ine autohtone rase, melezi autohtonih rasa, kao i dobro aklimatizovane rase
medu kojima su virtemberg, il d frans i Sarole. Zbog svojih dobrih aklimatizacionih svojstava,
otpornosti, kao i izraZenih proizvodnih osobina virtemberg, il d frans i Sarole rase su rase koje se
u mnogim zemljama koriste kao melioratori, direktno uti¢uci na rasni sastav ovaca. Zbog znacaja
za svetsko ovcarstvo ove rase se svrstavaju u tzv. internacionalne rase, ali s obzirom na to da su u

Srbiju uvezene, pripadaju i egzoti¢nim rasama (FAO, 2012).

2.1.2.1. Virtemberska ovca

VirtemberSka ovca je nastala u nemackoj pokrajini Virtemberg, ukrStanjem domacih
gruborunih primitivnih ovaca sa merino ovnovima. Po svojim proizvodnim osobinama
virtemberska ovca je tipi¢na rasa za proizvodnju mesa i vune. Virtemberska rasa je krupna rasa,
snazne konstitucije (SI. 4). Visina grebena ovaca je 70 cm a ovnova 80 cm. Telesna masa ovaca
je oko 80 kg, a ovnova 110 kg. Kao krupna ovca daje dosta mesa dobrog kvaliteta. Telesna masa
jagnjadi na rodenju je oko 4,5 kg. Telo je pokriveno zatvorenim runom, sa cilindri¢nim
pramenovima duzine 8-10 cm. Obraslost vunom je dobra, tako da se po ovci godiSnje dobija 4,5

kg, a od ovnova 7,5 kg vune, sa randmanom 50%. Vuna je AB i B sortimenta. Ranostasnost kao i
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plodnost su vrlo dobro izraZeni. Plodnost ovaca je oko 150%. Mle€nost ovaca u laktaciji od 5 do

6 meseci je preko 100 kg mleka.

VirtemberSka rasa se dobro aklimatizuje u nasim uslovima, pa se gaji u Cistoj rasi ili se
koristi za ukrStanje sa pramenkom, pri ¢emu se dobijaju otporni melezi, koji u tovu postiZzu dobre

rezultate.

Slika 4. Virtemberg rasa ovaca

2.1.2.2. 11 d frans

Il d frans (diSlej merino) je nastao u Francuskoj, ukrStanjem rambuje merina sa engleskom
mesnatom lester rasom. Il d frans je krupna rasa za proizvodnju mesa i vune (SI. 5). Telesna masa
ovaca je do 70 kg, a ovnova preko 100 kg. Telesna masa jagnjadi na rodenju je 4,5 kg.
Ranostasna je i ima dobre tovne sposobnosti. Vuna je vrlo dobrog kvaliteta, A i AB sortimenta.
Od ovaca se godiSnje dobije 4 kg a od ovnova 7 kg vune. Plodnost ovaca se kre¢e do 180%.

U naSu zemlju se uvozi radi gajenja u ¢istoj rasi i ukrStanja sa pramenkom. Dugogodisnje
iskustvo u gajenju ove rase je pokazalo da je dobro adaptirana na uslove ishrane i smeStaje 1 da

pri ukrStanju sa pramenkom dolazi do izrazaja pozitivan heterozis efekat.

11
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Slika 5. 11 d frans rasa ovaca

2.1.2.3. Sarole

Sarole je francuska rasa ovaca za proizvodnju mesa, koja je nastala kao rezultat vrlo duge
selekcije. Nastala je u regionu kontinentalne klime, te se ovce Sarole rase odlikuju velikom
otpornos¢u i sposobnod¢u brzog prilagodavanja promenljivim klimatskim uslovima. Sarole rasa
ovaca gaji se u otvorenom i poluotvorenom sistemu. Sarole rasa ovca je ranostasna, tako da veliki
broj Zenskih jagnjadi ulazi u priplod u uzrastu od 7 do 8 meseci. Ovce ove rase odlikuju izraZzene
materinske osobine, plodnost i mle¢nost. Dobre tovne sposobnosti kao S$to su visoki prirasti,
dobra konformacija i kvalitet trupa, €ine je znaCajnom rasom za proizvodnju mesa. Osobine
Sarole rase, kao $to su dobre aklimatizacione sposobnosti, ranostasnost, dobra plodnost i kvalitet
trupa ¢ine ovu rasu veoma pogodnom za programe industrijskog ukrStanja. Sve je ovo uticalo da
se danas Sarole gaji u mnogim zemljama i da predstavlja internacionalnu rasu, koja znacajno utice

na povecanje tovnih osobina u programima ukrStanja (SI. 6).

Slika 6. Sarole rasa ovaca

12
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2.2. PARAZITSKE INFEKCILJE

Do parazitskih infekcija odnosno razvoja bolesti (Sto podrazumeva izraZzene klini¢ko-
patoloSke promene) doci ¢e ukoliko su prisutni sledec¢i faktori: izvor infekcije, put transmisije,
ulazno mesto i prisustvo osetljivog domacina. Posmatrano sa aspekta evolucije, uspesnost nekog
parazita se ne meri jaCinom i vrstom poremecaja koji izaziva u domacinu, ve¢ njegovom
sposobnoscu adaptacije 1 integracije u unutrasnju sredinu domacina. Nasuprot akutnim, u vecini
slucajeva kratkotrajnim infekcijama koje izazivaju bakterije 1 virusi, infekcije izazvane
parazitskim protozoama ili helmintima su hroni¢nog toka i parazit moze biti perzistentno prisutan
u domacinu za duzi vremenski period. Idealno uspeSan parazit ¢e regulisati imunski odgovor
domacina, suprimirajuci ga samo do te mere koja ¢e obezbediti opstanak parazita u domacinu, ne
remete¢i u isto vreme odgovor domacina na druge patogene koji bi mogli dovesti do smrti

domacina (Tizard, 2008).

Patogeno delovanje parazita na ili u domacinu je razli¢ito i moZe biti: 1. mehanicko
delovanje, 2. toksi¢no delovanje, 3. imunoloski posredovan patogeni efekat, 4. oduzimanje hrane
i esencijalnih supstanci od domacina, 5. uticaj na metabolizam domacina, 6. unoSenje u domacina
drugih parazita, bakterija, virusa i drugih mikroorganizama i 7. smanjenje otpornosti domacina

prema bakterijama, virusima i drugim parazitima (Tizard, 2008).

Veliki broj vrsta parazita, specijalno helminata, pri svom endogenom razvoju migriraju kroz
razli¢ite organe domacina razaraju¢i njihova tkiva. Ovaj vid mehanickog patogenog delovanja
parazita je veoma znacajan. Na ovaj nacin paraziti deluju tokom prodiranja u domacina, tokom
migracije njihovih razvojnih oblika kroz organizam, tokom boravka u stalnom mestu njihove
lokalizacije 1 izlaska iz njega. NajznaCajnija oSteCenja nastaju tokom migracije parazita kroz

pojedine organe, narocito ako je migracijom obuhvacen veci broj organa.

Pri infekciji domacina ozlede nanose samo oni paraziti koji u njega dospevaju kroz intaktnu
kozu ili sluzokozu. Tako, larvice Strongiloides papillosus, Ancylostoma sp. i dr., pored oralne
infekcije Cesto mogu da inficiraju Zivotinju i aktivnim prodiranjem kroz kozu (Eberhardt i sar.,

2008).
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Narocito veliko razaranje parenhima jetre nastaju pri probijanju mladih oblika metilja do
zucnih kanala, gde je stalno mesto boravka ovog parazita. Isto tako, veliko oStecenje jetre i pluca
nastaje od migrirajucih larvica askarida 1 nekih drugih vrsta helminata koje prolaze kroz ove

organe.

Prakti¢no svi paraziti koji su smeSteni u lumenu kanala pojedinih organa ili su tamo
slucajno dospeli mogu dovesti do smetnji u prohodnosti ili potpune okluzije. U procesu
opstrukcije pojedinih kanala znaCajnu ulogu ima i njihovo suZavanje, nastalo kao posledica

zadebljanja njihovih zidova (Chapman i Mitchell, 1982; Carmona i sar., 1993).

Na domacina mozZe delovati toksi¢no Citav niz materija koje proizvode paraziti i izlucuju ih
u sredinu u kojoj Zive. Isto tako, i supstance oslobodene u domacinu posle smrti i raspadanja
parazita mogu delovati kao toksi¢ne materije. Sve ove materije mogu delovati lokalno na tkivo
organa u kome paraziti Zive ili, posle resorbovanja u krvotok i tkivne teCnosti, i na druge organe
domacina koji nemaju direktne veze sa parazitima. Proizvodi Zivih parazita koji su Stetni za
domacina mogu biti pravi toksini kao i materije koje paraziti proizvode fizioloSkim procesima
svog metabolizma. Veoma je mali broj parazita uopste koji proizvode prave toksine (npr.
sarkocistin kod Sarcocystis spp). Uobicajeno je da se pod parazitskim toksi¢nim materijama
podrazumevaju proizvodi njihovog metabolizma 1 sekrecije, koji Stetno deluju na domacina.
Krajnji proizvodi metabolizma parazita rezultat su njihove normalne ekskretorno-sekretorne
funkcije i oznaceni su zajednickim imenom kao ekskretorno-sekretorni proizvodi. Do sada je
relativno malo poznato koje su to sve materije, jer je uopste relativno malo istrazeno u oblasti

metabolizma samih parazita (O’ Neill i sar., 2001).

Najznacajniji krajnji proizvod metabolizma proteina kod najveceg broja ispitanih vrsta
protozoa i helminata je amonijak. Jedine vrste parazita koje izgleda da proizvode ureju i
mokra¢nu kiselinu u ve¢im koli¢inama su larveni oblici pantljiCare. Nije utvrdeno da li i
nematode mogu da proizvode ove materije. Za isvesne vrste helminata i protozoa ustanovljeno je
da proizvode aminokiseline, kreatin i betain. Usled raspadanja uginulih parazita, narocito
helminata velikih dimenzija, obrazuje se Citav niz joS nedovoljno ispitanih materija, koje domacin

takode moze da apsorbuje. Jedan od znacajnijih je i oleinska kiselina.
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Sve ove otkrivene, kao i mnoge za sada nedefinisane materije koje izluCuju paraziti, deluju
lokalno ili na ceo organizam. Posledice ovog delovanja bice razliCite, a u zavisnosti od toga koji

je organ ili tkivo osetljivo prema njima.

Kod izvesnih parazitskih bolesti mogu se zapaziti poremecaji metabolizma ugljenih hidrata,
proteina, masti, vitamina, gasova i drugih vaznih materija kod domacina. Iako nije sasvim jasno
dokazano smatra se da za ove poremecaje mogu donekle da budu odgovorne i izlu¢ene supstance
parazita, koje se resorbuju i upliCu u metabolizam domacina. 1z svega izloZenog moZe se
zakljuciti da su mnoge materije koje paraziti izluCuju u organizam svoga domacina za njega vrlo
Stetne, ali njihova direktna ili indirektna Stetna uloga nije jo§ uvek dovoljno proucena (Dzik,

2005).

Takode, paraziti oduzimaju svome domacinu razne hranljive materije i druge esencijalne
supstancije koje su mu potrebne za rast, odrzavanje i reprodukciju. Oni ovo ne ¢ine samo u
digestivnom traktu ve¢ i svuda u organizmu domacina u kome Zive. Paraziti lokalizovani van
digestivnog trakta uzimaju materije za ishranu iz krvi domacina, tkivnih te¢nosti, zatim iz depoa
hranljivih materija, koje domacin ima u nekim organima. Na primer, oni mogu Koristiti zalihe

glikogena u jetri i miSi¢ima ili masti iz raznih delova tela.

2.2.1. Uticaj parazita na metabolizam domacina

Kao posledica kompleksnog delovanja parazita (mehanicko, toksi¢no, oduzimanje
hranljivih materija i dr.) nesumnjivo je da se u metabolizmu domacina odigravaju izvesne

smetnje. Medutim, na njihovom ispitivanju je nedovoljno radeno.

Neorganske materije — kod helmintskih infekcije malo je poznato o promenama u
neorganskim sastojcima krvi. Istrazivanja vrSena kod pojedinih bolesti nisu ukazala ni na kakve
promene ili su one bile male. Kod jagnjadi inficiranih sa Zeluda¢no—crevnim nematodama
zapaZen je normalan bilans kalijuma 1 natrijuma, ali je nenormalno niska retencija fosfora 1
kalcijuma. U nekim slucajevima bilans kalcijuma bio je ¢ak i negativan, tj. vise kalcijuma je bilo

izluCeno nego Sto je apsorbovano. Medutim, ustanovljeno je da ne postoje znaCajne razlike u
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sadrzaju minerala u kostima, izmedu inficiranih i neinficiranih jagnjadi (Sibali¢ i Cvetkovi¢,

1996).

Ugljeni hidrati — Nema podataka da helmintske infekcije uticu tako Cesto 1 tako ozbiljno na
metabolizam ugljenih hidrata svojih domacina, kao §to je to kod infekcije protozoama. Najvece

promene nivoa glikemije su ustanovljene u slucajevima parazitizma jetre.

Jedan od najkarakteristi¢nijih poremecaja u metabolizmu proteina domacina se odnosi na
promene u proteinima krvi. Ukupni proteini krvnog seruma u najvise sluajeva nisu promenjeni
ili se zapaza blago povecanje ili blago smanjenje njihovog sadrzaja. Medutim znatne promene
odigravaju se u nivou proteinskih frakcija. Promene u proteinima krvnog seruma kod helmintskih
infekcija ogledaju se u promenjenom odnosu albumini/globulini, pri ¢emu je albuminska frakcija
znatno smanjena, dok frakcije globulina mogu biti povecane, normalne ili ponekad cCak i
smanjene. Ipak, ukoliko i dolazi do smanjenja globulinskih frakcija, to smanjenje je znatno manje
od smanjenja albuminskih frakcija. Prema tome, odnos albumini/globulini uvek je promenjen u

korist globulina.

Jasno je da smanjenje nivoa krvnih proteina, naroc¢ito albumina, dovodi do sniZenja
osmotskog pritiska, ¢ija posledica moZe biti gubitak tecnosti iz kapilara uz pojavu lokalnih
edema. Ovakvoj posledici doprinosi i pojava anemije jer se usled anoksije povecava

permeabilnost endotela kapilara.

Smatra se da kod helmintskih infekcija smanjen sadrzaj albumina u krvi ima znacajan udeo
u nastajanju edema, mada i anemi¢no stanje takode ima udela u ovoj pojavi. Kod ostecenja jetre
nastaju poremecaji metabolizma masti, proteina i ugljenih hidrata. Poremecaj metabolizma
proteina ima kao posledicu promenu sastava i koli¢ine intracelularnih proteina, u vidu bubrenja i
pojave granula proteinskog porekla (albuminoznu i parenhimatoznu degeneraciju). Promene
veoma variraju od blagih reverzibilnih do teskih, ireverzibilnih. U takvim slu€ajevima celije jetre
gube sposobnost sinteze proteina i zbog toga u krvnoj plazmi se skoro redovno smanjuje

koncentracija albumina.

U osteCenoj jetri nastaju i poremecaji metabolizma ugljenih hidrata koje u prvom redu
karakteriSe smanjen intenzitet glukoneogeneze. Kao posledice toga u hepatocitima se smanjuju

rezerve glikogena sve do potpunog nestanka. Zbog toga hepatociti gube izvor energije koja je pre
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svega potrebna za proces detoksikacije. Usled smanjenog intenziteta glukoneogeneze nastaju
hipoglikemija, hiperketonemija, metabolicka acidoza, 1 ne retko poremecaj funkcije CNS.
Zavisno od intenziteta morfoloSkih promena manje ili viSe se poremete i druge aktivnosti jetre
(ekskreciona funkcija, detoksikaciona funkcija, sinteza proteina, deponovanje vitamina i

inaktivacija hormona).

2.2.2. Patogeno delovanje Fasciola hepatica, Dicrocoelium dendriticum i Strongyloides

papillosus

Delovanje velikog metilja — Fasciola hepatica na organizam domacina moZe se svesti na tri
osnovna momenta: mehanicko, toksi¢no i u€estvovanje u nastajanju sekundarnih infekcija (Saleh,

2008).

Fascioloza (ili distomoza) je oboljenje Zivotinja izazvano velikim metiljom, Fasciola
hepatica. U zavisnosti od stepena infekcije bolest se moze ispoljiti u akutnom ili hronicnom toku.
Ces¢i je hronian tok bolesti koji se ispoljava u vidu zapaljenja jetre i Zuénih puteva. Mogu
oboleti sve domace Zivotinje ali najcesS¢e se javlja kod ovaca, koza i goveda, rede kod svinja i
kopitara. Fascioloza je bolest enzootskog karaktera vezana za vlazna, moc¢varna podrucja, gde
dovodi do znacajnih ekonomskih Steta (direktnih i indirektnih). Odrasli paraziti su oblika lista,
sivozelene boje i poseduju usnu i trbusnu pijavku. Dugi su 20-30 mm, Siroki 15 mm. Metilji
parazitiraju u zu¢nim kanalima i Zu¢nom mehuru pravog domacina. Preko ductus holedochus-a
jaja parazita dospevaju u creva odakle se izmetom Zivotinje eliminiSu u spoljnu sredinu (Armour,

2000).

Mehanicko delovanje ispoljavaju mladi oblici metilja pri aktivnom prodiranju prema svom
normalnom mestu lokalizacije, tj. prema Zuc¢nim kanalima. Na svom putu migracije oni prvo
probijaju zid creva, zatim traumatizuju peritoneum izazivaju¢i lokalno ili difuzno zapaljenje.
Probijanjem kroz Glisonovu kapsulu, pri ¢emu izazivaju lokalni ili difuzni perihepatitis, ulaze u
sam parenhim jetre. Paraziti razaraju tkivo jetre 1 krvne kapilare, izazivajuci znatna krvavljenja, a

za sobom ostavljajuc¢i kanalice, Sto sve ima za posledicu akutno zapaljenje jetre. Pri intenzivnoj
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infekciji, kada u jetru dospe veliki broj metilja (viSe hiljada), kod ovaca Cesto nastupa smrt posle

mesec dana od infekcije, usled akutnog hepatitisa i posthemoragi¢ne anemije.

U toku migracije paraziti se mogu sresti u plu¢ima, slezini, limfnim ¢vorovima, dijafragmi 1
u drugim tkivima u kojima izazivaju oSte€enje. Sazrevanjem paraziti prelaze u parenhim jetre u
Zucne kanalice i zacepljuju ih usled Cega moze doc¢i do zastoja Zuci i nastanka Zutice (mehanicki
ikterus). Odrasli paraziti svojim hitinskim ljuspicama na kutikuli i pijavkama traumatizuju i
oStecuju sluznicu Zu¢nih kanala izazivajuéi reaktivno zapaljenje. Hrane¢i se krvlju izazivaju
anemiju. Zidovi Zu¢nih kanala zadebljavaju, kasnije kalcifikuju 1 znatno se suzavaju. Zapaljenski
proces se prenosi na okolno tkivo, parenhim propada i nastaje bujanje vezivnog tkiva. Usled
suzenja Zucnih kanala i prisustva velike koli¢ine propalog epitela, eksudata, raspalih i Zivih
parazita 1 njihovih jaja dolazi do zastoja Zuci. Kao posledica ovog stanja nastaje disfunkcija
digestivnog trakta i1 poremecaj motorike creva, zbog Cega je spreCeno normalno varenje i
resorpcija hrane sa svim posledicama koje iz tog proisticu. Usled poremecaja funkcije jetre i
anemije, u hronicnom toku bolesti Zivotinje progresivno slabe i uginjavaju u kahekticnom stanju

(Navare i Pugh., 2002).

Istovremeno sa mehanickim, ispoljava se i toksi¢no delovanje parazita njihovim
metabolickim proizvodima kao i1 raspadnim produktima uginulih parazita, jetrinog parenhima 1
7uci. Usled poremecaja funkcije jetre ove materije se ne mogu detoksikovati, ve¢ se progresivno
povecava njihova koncentracija u organizmu. Toksi¢ne materije deluju lokalno na tkivo jetre i
zidove Zucnih kanala pojacavajuéi efekte mehanickog delovanja parazita. U ovom pogledu se
naroCito istie znacaj materije koja sadrzi velike koliCine proteo-lipo-glikoliti¢nih fermenata.
Prelaskom toksi¢nih materija u krv ispoljava se njihovo delovanje 1 na druge organe 1 tkiva (krv,
CNS i dr.). Usled delovanja toksi¢nih materija krvni sudovi postaju propustljivi $to omogucava

izlazak krvne tecnost (hidremija) (Scott i sar., 2005).

Raspadni produkti tkiva i stazirana Zu¢ predstavljaju pogodan supstrat za razvoj patogenih i
saprofitskih bakterija, koje su tokom migracije uneli mladi oblici parazita iz creva (iz grupe
koliformnih bakterija i dr.) ili su ve¢ postojali u jetri. S druge strane rezistencija ovakve jetre
prema bakterijama i drugim agensima je znatno smanjena. Kao rezultat ovakve sekundarne
infekcije nastaju apscesi, koji se kasnije zamenjuju oZiljnim tkivom. Poznato je da je izvestan

procenat ovaca inficiran anaerobnim bakterijama Clostridium oedematiens, koje borave u zdravoj
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jetri u latentnom stanju ne izazivajuci bolest. Medutim, usled nastalih promena u jetri dolazi do
opadanja njene rezistencije 1 promena oksido-redukcionog potencijala, Sto podstice
razmnoZzavanje bakterija i proizvodnju njihovih toksina, te dolazi do pojave bolesti (nekroti¢ni

hepatitis) (Chauvin i sar., 2001).

Dikrocelioza je oboljenje izazvano malim metiljom - Dicrocoelium dendriticum. Ova
parazitska bolest, Cesto potcenjena od strane istraZivaca i klini¢ara, slabo je poznata uprkos
¢injenici da je uzro¢nik morfoloski opisan daleke 1819. godine. Krull 1 Mapes (1952) su opisali
biolo3ki ciklus razvoja malog metilja. Oboljenje je najceSce subakutnog toka, obi¢no je uzro¢nik
indirektnih ekonomskih gubitaka (pad proizvodnih rezultata), mada kod jakog intenziteta
infekcije moZe dovesti i do uginuca. Bolest je ¢esto maskirana drugim parazitskim infekcijama,
pa je i to jedan od razloga ,,zanemarivanja” ove bolesti (Otranto i Traversa, 2003). Uzro¢nik je
trematoda oblika koplja, duZine 5-12 mm, Sirine 1,5-2,5 mm i poseduje usnu i trbuSnu pijavku.
Parazitira u manjim i ve¢im zZu¢nim kanalima i Zu¢nom mehuru gde polaze jaja, koja sa Zuci
dospevaju u creva i preko fecesa se izbacuju u spoljnu sredinu. Za dalji razvoj parazita potrebna
su dva prelazna domacina, suvozemni puzi€i iz rodova Zebrina, Helicella i dr., 1 mravi iz roda
Formica. Pravi domacin se inficira kada sa hranom (trava) pojede i mrave u kojima se nalaze

obrazovane metacerkarije (Manga-Gonzales i sar., 2005).

Iako o Stetnom delovanju malog metilja—Dicrocoelium dendriticum postoje protivrecna
misljenja, danas sve viSe preovladava miSljenje da veliki broj ovog parazita moZe imati
nepovoljan uticaj na domacina. Tesko je jasno definisati patogenezu infekcije malim metiljem s
obzirom na Cinjenicu da je jako teSko izazvati eksperimentalnu infekciju (Otranto 1 Traversa,
2002; Manga-Gonzales i sar., 2005). Klinicka ispitivanja prisustva parazitskih infekcija na terenu,
¢esto ne ukazuju na prisustvo malog metilja jer prisutne gastro-intestinalne nematode, plucni
vlaSci i drugi metilji, daju iste klini¢ke simptome i na taj nac¢in maskiraju prisustvo malog metilja.
Theodoridis i1 sar. (2002) su ispitivali uticaj prisustva malog metilja na broj eritrocita i
koncentraciju albumina u krvi prirodno inficiranih ovaca kori§¢enjem radioizotopa. Ubacivanjem
ICr i 'J u organizam ovaca nije uoleno statisticki znaajno smanjenje broja eritrocita i
koncentracije albumina. Na osnovu ovoga je zakljueno da prisustvo malog metilja u koli¢ini
manjoj od 4000 ne uzrokuje znacajnije promene gore navedenih parametara. Ranija ispitivanja

pokazala su promene u navedenim parametrima, ali je to objaSnjeno prisustvom, Fasciola
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hepatica i Haemonchus contortus, parazita koji imaju veéi patogenetski potencijal u odnosu na

Dicrocoelium dendriticum (Sibali¢ i Cvetkovié, 1996).

Kod preZivara, narocCito ovaca i1 koza dikrocelioza se moze ispoljiti 1 izvesnim klinickim
simptomima, a navode se i slucajevi uginuc¢a. Paraziti deluju mehanicki, ali se danas sve vise
pridaje znacaj i toksi¢nom delovanju njihovih metabolickih proizvoda. Promene na jetri nastaju
pretezno u zZu¢nim kanalima i intersticijumu, dok je sam parenhim jetre manje oSte¢en, posSto
paraziti ne migriraju kroz njega. Svakako da intenzitet promena zavisi i od stepena infekcije i
starosti Zivotinja (Theodoridis i sar., 1991; Camara i sar., 1996). U ranom stadijumu bolesti
ustanovljavaju se promene iskljuc¢ivo u Zu¢nim kanalima. Kod malih prezivara jace se ispoljava
holangitis i ciroza, koja Cesto postaje peribulozna. Kod dikrocelioze nije uocena opturacija zu¢nih

kanala niti komplikacije izazvane bakterijskim infekcijama (Jithendran i Bhat, 1996).

Strongiloidoza je oboljenje izazvano parazitima iz roda Strongyloides. Do klinicki
manifestne bolesti dolazi samo u slucaju jakog intenziteta infekcije. Uzrocnik bolesti kod ovaca
je Strongyloides papillosus, koji je veliCine 3,5-6 mm. Jaja parazita u momentu izbacivanja preko
izmeta domacina sadrZe larvicu I stadijuma. U spoljnoj sredini iz jaja izlaze larvice rabditoidnog
tipa, koje podlezu direktnom ili indirektnom razvojnom ciklusu. U prvom, rabditoidne larvice
posle presvlacenja postaju strongiloidne (infektivne), dok u drugom slucaju od rabditoidnih
larvica se razvijaju slobodnozive¢i muZjaci i Zenke. Posle oplodenja, Zenke polaZu jaja iz kojih
izlaze rabditoidne larvice, koje posSto se presvuku, postaju strongiloidne. Infekcija nastaje
prvenstveno aktivnim prodiranjem larvica kroz intaktnu koZu ili, unosenjem kontaminirane hrane
ili vode. U organizmu domacina larvice migriraju krvotokom do pluca, a zatim iskasljavanjem,
preko traheje 1 larinksa dospevaju u zdrelo, odakle aktivnim gutanjem dospevaju u tanko crevo.
Tu se obrazuje odrastao parazit, ¢ija se prva jaja u fecesu domacina pojavljuju za 8 do 10 dana od
infekcije. U literaturi postoje podaci i o mogucnosti galaktogene infekcije larvicama koje su

preko velikog krvotoka dospele u mle¢nu Zlezdu (Eberhardt i sar., 2008).

Strongiloidoza jagnjadi izaziva infekcija sa Strongiloides papillosus, iako je veliki broj
mladih Zivotinja inficiran, samo pri velikom intenzitetu infekcije dolazi do klini¢ki ispoljene
bolesti, koja se karakteriSe mrSavljenjem i zaostajanjem u rastu. Slabe infekcije jagnjadi ne
izazivaju nikakve vidljive promene, ali podsticu imunsku reakciju. Turner smatra da se akutan

oblik bolesti moze ocekivati posle infekcije sa 50 000 larvica, dok je Beveridge kod uginulih
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jagnjadi nalazio 20 000- 40 000 parazita. Pri eksperimentalnim infekcijama vreme do uginuca
bilo je utoliko krace ukoliko je doza infekcije bila veca. Pri infekciji sa 100 000 larvica jagnjad je
uginjavala od 13. do 41. dana, a sa 500 000 do 1 milion do 13. dana posle eksperimentalne

infekcije.

Infekcija imunih Zivotinja preko koZe pracena je pojavom eritema i urtikarija na mestu
prodiranja larvica. Kod veoma jakih infekcija moZe nastati kongestija plu¢a sa seroznom
eksudacijom 1 ekstravazacijom u alveolama 1 intersticijalnom tkivu. U prednjim partijama tankog
creva zapaza se jako kataralno zapaljenje, ponekad sa erozijama na sluznici i te€nim sluzavim
sadrzajem. Ove patoloSke promene prouzrokuju poremecaj u varenju hrane i apsorpciji hranljivih

materija.

Pri slabijim infekcijama ne zapazaju se nikakvi klini¢ki znaci. Za vreme kontinuirane
infekcije na paSi zapaZeno je slabije napredovanje i anemija. Pri jakim (eksperimentalnim)
infekcijama nastaje oteZano disanje, kaSalj, anoreksija, gubitak teZine, klonulost, jaka ili umerena
anemija, eozinofilija, ponekad potkoZni edemi i proliv do uginuca (Taira, 1 Ura, 1991; Nakamura
1 sar., 1994; Nakamura. i Motokawa, 2000).

Postoje dokazi za mogucnost unosenja uzro¢nika druge etiologije (zarazne Sepavosti) preko

infektivnih larvica Strongyloides papillosus (Abbott i Lewis, 2005; Dimitrijevi¢ i sar., 2012).

2.2.3. Testovi za utvrdivanje intenziteta parazitske infekcije

Pored koproloske McMaster-ove metode, koja i pored nedostataka, joS uvek predstavlja
»zlatni standard* (World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology, 2004) za
utvrdivanje intenziteta parazitske infekcije i1 rezistencije parazita na antihelmintike, postoje
pokusaji da se razviju testovi zasnovani na molekularnoj PCR tehnici. Medutim, prisustvo
inhibitornih materija (huminske kiseline i polisaharida) u fecesu predstavlja limitirajuci faktor
koji onemogucava izolovanje i kvantifikaciju DNA parazita iz fecesa, Sto je neophodno u cilju
utvrdivanja intenziteta parazitske infekcije ovim testom. PokuSaji uvodenja ELISA u

parazitoloskoj dijagnostici, gde se na osnovu specificnih antitela u krvnom serumu jedinke,
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pored vrste prisutne parazitske infekcije, moze utvrditi i intenzitet, nisu pruzili zadovoljavajuce
rezultate, zbog velikog procenta lazno pozitivnih rezultata. Takode, kandidat navodi da je
zajednicki nedostatak svih ovih metoda nemoguénost utvrdivanja prisutne parazitske infekcije u
prepatentnom periodu, kada su po pravilu i seroloske i koproloske pretrage lazno negativne.
Imaju¢i u vidu i podatak da je od 2006. godine u Evropskoj Uniji zabranjena profilakticka
dehelmintizacija, odnosno dozvoljena jedino terapijska, koja pored utvrdivanja vrste prisutne
parazitske infekcije podrazumeva i odredivanje njenog intenziteta (Andersen i sar., 2013), ¢ime
se potencira ¢injenica da su neophodna dalja istrazivanja u cilju realne procene intenziteta

prisutne parazitske infekcije.

2.3. ODNOS PARAZIT - DOMACIN

Paraziti su se evolutivno tako menjali da mogu da invadiraju domacina i preZive u
njegovom organizmu, sve dok ne dodu do stadijuma razmnoZavanja. Naime, paraziti oslobadaju
veliki broj razlic¢itih molekula koje im pomaZzu da produ odbrambene barijere domacina i izbegnu
imunski napad domacina. Sa ovog stanoviSta posebno su interesantni enzimi i njihovi inhibitori
koje luCe paraziti. Vec¢ina molekula koje luCe paraziti je uobiCajena i za neparazitske organizme,

tako da su se paraziti samo adaptirali da ih koriste onako kako im odgovara.

Serin-, aspartat-, cistein-, i metaloproteinaze su ukljuCene u invaziju tkiva i ekstracelijsku
digestiju proteina (Dzik, 2005). Helminti lu€e inhibitore ovih enzima (serpine, aspine i cistatine)
u cilju inhibicije proteinaza, kako domacina tako i sopstvenih. Proteinaze i1 njihovi inhibitori, kao
i helmintski homolozi citokina i molekula koje sadrze fosfatidil-holin, preusmeravaju imunski

odgovor domacina ka antiinflamatornom Th2 tipu (Machado i sar., 1996; O’Neill i sar., 2001).

Osim toga, parazitski enzimi koji metaboliSu nukleotide i holinesteraze blokiraju
zapaljenske procese koji bi potpomogli izbacivanje parazita iz gastrointestinalnog trakta (Dzik 1
sar., 2002). Intracelularni, metazoatski parazit, Trichinella spiralis, luci, izmedu ostalog, protein
kinaze i fosfataze, endonukleaze i DNA-vezujuce proteine, za koje se veruje da sprecavaju tj.

ometaju Celijske signale neophodne za diferencijaciju miSi¢nih ¢elija (Dzik i sar., 2004).
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Sekrecija antioksidantnih enzima Stiti parazite od reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, koje luce
stimulisani fagociti kao odgovor na infekciju. Sa izuzetkom superoksid-dismutaze, katalaze
(retko prisutne kod helminata) i glutation-peroksidaze (nezavisna je od selena, zbog Cega ima
slabu aktivnost prema H,0,), peroksiredoksini su glavni enzimi helminata koji detoksikuju H,O,
(Henkle-Diihrsen i Kampkoétter, 2001). Sekrecija antioksidantnih enzima je zavisna od stadijuma
razvoja parazita. Postoje primeri regulacije njihove ekspresije u zavisnosti od koncentracije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u okruZenju parazita (Dzik, 2005).

Uspeh parazita da se naseli u odgovarju¢im tkivima domacina zavisi od njihove
sposobnosti da izbegnu imunski sistem domacina i da tako prezive u domacinu duZzi vremenski
period. Najvise iznenaduje sposobnost parazitskih helminata: da dugoro¢no opstanu u domacinu,
da izazovu imuni odgovor tek posle mnogo godina boravka u domacinu, kao i sloZeni razvojni

ciklus, koji Cesto ukljucuje stadijum-specifi¢ne antigene (Kennedy i Harnett, 2001).

Medu brojnim parazitskim vrstama, helminti (nematode, cestode i trematode) imaju
izuzetno raznolike i komplikovane puteve infekcije tkiva domacina. Medutim, ipak postoje, neki
obrasci sli¢nosti u migratornim putevima razli¢itih grupa i vrsta parazita, ve¢inom odredeni

anatomskim karakteristikama domacina sisara (Knox, 1994).

2.3.1. Razvojni put gastrointestinalnih nematoda

Infekcija uglavnom nastaje ingestijom jaja/larve (oralni/pasivni put) ili aktivhom
penetracijom larvi ili njihovih vektora (perkutani/aktivni put). Posle oralne infekcije i kratkog
zaposedanja gastrointestinalnog tkiva larvenim oblicima neke parazitske nematode, valjkasti crvi
(Haemonchus, Ostertagia 1 Trichostrongylus), ostaju u gastrointestinalnom traktu do kraja svog
Zivota (odrasli paraziti se lokalizuju u lumenu). Infektivne larve nekih helmintskih parazita,
medutim, penetriraju intestinalno tkivo i transportuju se venskom krvlju do jetre. Vecina
nematoda koje imaju ovakav put razvoja presvlaci se u jetri. Zatim se transportuju venskom
krvlju do srca i, preko pluéne arterije, do pluca. U plu¢ima se vecina larvi nematoda zadrZzava u
kapilarima i alveolama. Posle toga se penju, uz respiratorno stablo, do zdrela, iz koga se refleksno
iskagljavaju i tako gutanjem ponovo dospevaju u gastointestinalni trakt. Zivotni ciklus im se

zavrSava u crevima, gde sazrevaju do adultnog stadijuma. Ovaj migratorni put je tipian za

23



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

Ascaris, Ancylostoma spp 1 Toxocara canis kod mladih pasa. Na putu do plu¢a domacina, neke

nematode, kao Ancylostoma i Toxocara, mogu Koristiti 1 oralni i perkutani put infekcije.

Artropode prenose Filaria spp., €iji pripadnici sazrevaju i pare se u specifi¢nim tkivima
domacina. Odrasle filarije borave u razli¢itim tkivima ljudi, gde mogu Ziveti nekoliko godina. U
limfnim sudovima i limfnim ¢vorovima borave limfati¢ne filarije, Wuchereria bancrofi i Brugia
malayi. Razvojni oblici muzjaka i Zenki Onchocerca volvulus akumuliraju se u potkoznom tkivu i
indukuju stvaranje ¢vorova. Odrasli Zenski oblici produkuju mikroflariae koje cirkuliSu krvlju,
izuzev Onchocerca volvulus 1 Mansonella streptocerca, koje ostaju u kozi. Microfilarije inficiraju
artropode koje bodu i siSu krv (komarci za limfati¢ne filarijaze, obadi za O. volvulus). Unutar
artropoda, mikroflarije se razvijaju za jednu do dve nedelje u infektivne filariforme (treci
stadijum larve — L3). Domacin ki¢menjak se inficira larvama, dok ga insketi bodu 1 siSu mu krv.
Tako unete larve migriraju do odgovarajuceg tkiva domacina, gde se razvijaju u odrasli oblik. To

je spor proces koji moze trajati i godinu dana (Dzik, 2005).

2.3.2. Razvojni put gastrointestinalnih trematoda

Migracioni profil veéine parazitskih trematoda razlikuje znacajno se od profila
gastrointestinalnih nematoda. Krvni metilji (Schistosoma), takode, slede perkutani put do pluca, a
posle toga dolaze i naseljavaju se u portalnu venu (S. mansoni) ili u mezenteri¢nim venama (S.
haematobium 1 S. japonicum). Parenje muskih 1 Zenskih metilja deSava se pre migracije do malih
mezentericnih vena 1 mesta gde polaZu jaja. Jaja polaZu u intestinalnim kapilarima (ili u
kapilarima mokraéne besike, u slucaju Schistosoma japonicum) i prolaze kroz zid creva (ili zid
mokrac¢ne beSike) u lumen ovih organa, potpomognute zapaljenskim procesom koji okruzuje jaja.
Deo jaja poloZen u mezenteri¢nim venama brzo prelazi kroz hepatoportalni krvotok do jetre, gde
sli¢ni inflamatorni proces uzrokuje glavne patoloSke promene povezane sa infekcijom. Metilji
jetre (Fasciola hepatica i F. gigantica) ne Koriste prednosti domacinovog cirkulatornog sistema
za transport, kao $to je navedeno u prethodnom primeru. Naime, juvenilni, iz ciste izasli metilji,
aktivno migriraju kroz intestinalni zid u peritonealnu Supljinu. Verovatno slu¢ajno ili jo§ uvek
nedovoljno poznatim nekim hemotaktickim procesom, juvenilni metilji pronalaze jetru i

penetriraju kroz njenu fibroznu kapsulu. Posle nekoliko nedelja aktivnog kretanja kroz jetrin
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parenhim, lokalizuju se u Zu¢nim putevima. Tu sazrevaju i polazu jaja, koja preko zZuci dospevaju
u creva a zatim u spoljnu sredinu. Metilji medicinskog znacaja razmnoZavaju se seksualnim
putem u krajnjem domacinu i aseksualno u puZevima, kao intermedijarnim domacinima. Metilji
imaju vrlo razlicite stadijume Zivotnog ciklusa. Iz jaja izaSla, slobodno-plivaju¢a miracidija
inficira puzeve, u kojima raste do sporociste i redije. Iz puZeva izlaze cerkarije, koje inficiraju

ki¢menjake, direktno ili preko inkapsuliranog oblika, poznatog kao metacerkaria (Dzik, 2005).

2.3.3. Razvojni put gastrointestinalnih cestoda

Zivotni ciklus cestoda (pljosnatih crva), ukljutuje kona¢nog (definitivnog) domacina i,
jednog ili viSe, prelaznih domacina. Ako je prelazni domacin sisar (to mogu biti i1 ljudi, kao
akcidentalni domacini), kukasta larva penetrira zid creva i, putem krvi i/ili limfe se raznosi kroz
telo. Na predilekcionom mestu, u intermedijarnom domacinu se razvija u infektivnu cistu. Ovu
cistu (ve¢ poseduje rudimentarni skoleks) moze da proguta krajnji domacin (pas ili macka),
gutajuéi intermedijarnog domacina. U intestinalnom traktu krajnjeg domacina se ispoljava
skoleks, preko koga se cista kaci za crevnu mukozu, gde se cestode razvijaju u odrasli oblik.
Svaki tip Zivotnog ciklusa ima specijalizovanu formu larva (cisticerkus, cisticerkoid, cenuris,

hidatidna cista, koracidium, procerkoid, plerocerkoid) (Dzik, 2005).

2.3.4. Mehanizmi kojima se paraziti bore za opstanak u tkivima domacina

Neki od mehanizama kojima se paraziti bore za opstanak u tkivima domacina su:
proteinaze koje hidrolizuju peptidne veze, enzimi koji ucestvuju u ekstracelularnoj digestiji

proteina, digestiji hemoglobina i proteinaze parazita bitne u invaziji tkiva domacina.
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2.3.4.1. Proteinaze koje hidrolizuju peptidne veze

Na osnovu vaznih hemijskih grupa u aktivhom mestu, proteinaze se dele u nekoliko glavnih
klasa: serin, aspartat, metalo- i cistein proteinaze. Proteinaze katalizuju Siroki spektar vaznih
bioloskih reakcija koje vode ka aktivaciji enzima, hormona i peptidnih molekula. Enzimi koje
aktiviraju proteinaze su uklju¢eni u koagulaciju krvi i fibrinolizu, metabolizam proteina, imunske

reakcije i remodelovanje tkiva (McKerrow, 1989; Tort i sar., 1999).

Sekrecija enzima je zajednicko svojstvo i slobodnoZivecih i parazitskih organizama
(protozoa, helminta i artropoda). U slucaju nematoda, koji se u toku sloZzenog razvoja, od jaja
preko stadijuma larve i lutke, viSe puta presvlace, ovaj proces je hormonski kontrolisan (kao kod
insekata) a proteoliticki enzimi su ukljuceni u varenje proteina kutikule i, u nekim slu¢ajevima, u
resorpciju proteina stare kutikule. Ovi enzimi su, po prirodi, leucin aminopeptidaze, cink
metaloproteinaze i cistein proteinaze (Kennedy i Harnet, 2001). Sposobnost da luce proteinaze
koje hidrolizuju kolagen kutikule je zajedniCko svojstvo slobodnoZive¢ih nematoda
Caenorhabditis elegans (Wada 1 sar., 1998) i parazitskih nematoda. Sekrecija proteinaza dogada
se takode tokom celijske migracije i razvoja gonada C. elegans (Moerman, 1999). Maternalna
cistein proteinaza je neophodna za embriogenezu C. elegans, jer gubitak njene enzimske
aktivnosti vodi ka aberantnim konformacionim promenama u proteinima Zumanceta, Sto rezultira
nenormalnoj fuziji trombocita (Briton i Murray, 2004). Prema tome, sekrecija proteinaza za ove

svrhe je univerzalna, kako medu parazitskim tako i medu slobodno Zive¢im organizmima.

Medutim, koriS¢enje proteinaza u cilju degradacije ekstracelularnog matriksa je izgleda
jedinstvena osobina parazita, buduci da larve i odrasli oblici slobodnozivecih (neparazitskih) C.
elegans ne sekretuju proteinaze i ne razaraju ekstracelularni matriks (Lackey i sar., 1989).
Specifi¢no oslobadanje digestivnih enzima posle infekcije domacina sluzi kao osnovna funkcija u
tranziciji neparazitskih prema parazitskim vrstama (Hawdon 1 sar., 1995; Gamble i Mansfeld,
1996). Proteinaze parazita ubrzavaju invaziju tkiva domacina i vare njihove proteine. Osim toga,
pomazu parazitima da izbegnu imunski odgovor domacina, spreCavaju koagulaciju krvi

(McKerrow, 1989) i imaju stimulirajuci efekat na rast parazita (Phares, 1996). Proteinazama koje
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lu¢i Fasciola hepatica bivaju svarena specificna antitela koja nastaju, kao odgovor, na infekciju

ovim parazitom.

2.3.4.2. Ekstracelularna digestija proteina

Odavno je poznato da metalo- 1 serin- proteinaze deluju tokom parazitske invazije
tkiva/Celija u organizmu domacina, ali skoraSnja istrazivanja ukazuju da su i cistein proteinaze
umesane u invazione procese mnogih helminata (Sajid i McKerrow, 2002). Neke od ovih enzima
luce helminti koji invadiraju tkiva i/ili se hrane hrane njima (npr. Haemonchus contortus,
Nippostrongylus brasiliensis, Strongyloides rati 1 Ancylostoma caninum). Cistein proteinaze
parazitskih helminata imaju $iri spektar delovanja u odnosu na faktore sredine (pH, temperatur a i
sl.) nego homologni domacinski enzimi. U poredenju sa parazitskim enzimima, lizozomalne
cistein proteinaze sisara su aktivne pri niskim pH vrednostima, ali su relativno nestabilne pri
neutralnom pH (Sajid i McKerrow, 2002), sa izuzetkom katepsina S. Uz znacajnu razliku u
odnosu na proteinaze ki¢menjaka, enzimi parazita su mnogo aktivniji i stabilniji pri neutralnoj pH
vrednosti. Ovaj Siroki raspon pH vrednosti u kojima su aktivne parazitske cistein proteinaze je u
skladu sa brojnim ekstralizozomalnim funkcijama koje su opisane. Molekularna filogenija tvrdi
da se cistein proteinaze javljaju rano u evoluciji, u cilju degradacije proteina kako ekstra- tako i
intracelularno (Sajid i McKerrow, 2002). Postoje brojni primeri degradacije egzogenih proteina

parazitskih protozoa, helminata i artropoda (McKerrow i sar., 1993; Tort i sar., 1999).

2.3.4.3. Digestija hemoglobina

Dva najbolje opisana sistema proteinaza kod parazita koji katalizuju degradaciju proteina
domacina su falciparin 2 i katepsin-B1. Falciparin 2 (izolovan iz uzro¢nika malarije Plasmodium
falciparum razlaze hemoglobin domacina, u digestivhim vakuolama parazita (Shenai i sar.,

2000). Katepsin-B1 takode razlaze hemoglobin, ali to radi u crevima metilja Schistosoma
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mansoni (Dalton i sar., 1995). Vrlo je verovatno da sli¢ni sistemi hemoglobinoliti¢kih proteinaza
postoje i u drugom metilju, Fasciola hepatica. Naime, kod njih je dokazana aktivnost brojnih
cistein proteinaza, ukljucuju¢i catepsin B-nalik, katepsinu L-slicnu dipeptidilpeptidazu i
asparaginil endopeptidaze. Slican put razlaganja hemoglobina i fibrinogena takode se moze

odvijati ekskretorno-sekretornim (ES) produktima nematoda koje se hrane krvlju.

Odrasli oblik Necator americanus parazitira u tankim crevima domacina. Parazit se prikaci
za zid creva 1 hrani se krvlju i tkivnim eksudatom. Ekskretorno-sekretorni produkt odraslog N.
americanus sadrZi heterogenu meSavinu sa proteolitickom aktivnoS¢u in vitro; najmanje dve
cistein proteinaze, katepsinu B-slicne proteinaze i katepsinuu L-sli¢ne aspartat- i serin proteinaze.
Iz ekskretorno-sekretornih produkata odraslih parazita su izolovane i metaloproteinaze sa
antikoagulantnim svojstvima (Brown 1 sar., 1995). Veruje se da su odraslim parazitima
neophodni proteoliti¢ki enzimi iz dva razloga. Prvi, zato Sto vare tkivo domacina a drugo Sto
sprecavaju za parazita potencijalno ometaju¢i proces koagulacije od strane domacina (Brown i
sar., 1995). Nematode Haemonchus contortus parazitira i hrani se krvlju u abomazumu ovaca i
drugih preZzivara. Njene L, larve i odrasli oblici uzrokuje znaCajno oStecenje sloja sluznice
abomazuma inficiranih ovaca, Sto dovodi do jakog krvarenja i teSkih hroni¢nih anemija.
Ekskretorno-sekretorne proteinaze odraslih formi ovog parazita takode razlazu fibrinogen i
plazminogen i ovo razlaganje je, delom uslovljeno prisustvom cistein- i aspartat proteinaze
(Karanu 1 sar., 1993; Knox, 1994). Interesantno je da uzimanje radioizotopom obeleZenog
hemoglobina od strane odraslih parazita in vitro nije inhibisano cistein-proteinaza inhibitorom,
mada je razlaganje hemoglobina u kulturi smanjeno za 50% (Fetterer i Rhoads, 1997). To mozZe
da znaci da je cistein-proteinaza funkcionalna u ekstratelesnoj razgradnji krvi ali nije neophodna

za resorpciju produkata te razgradnje.

2.3.4.4. Proteinaze nematoda u invaziji tkiva domacdina

Vezivno tkivo, kao i zidovi krvnih sudova, sadrze veliku koli¢inu elastina i kolagena, Sto
znaCi da sekretovani kolagenoliticki i elastinoliticki enzimi mogu potencijalno da ubrzaju

prodiranje parazita kroz tkiva domacina.
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Odrasle forme Haemonchus contortus i L4 larve razlazu ekstracelularni matriks koga
produkuju glatkomiSi¢ne celije in vitro (Rhoads 1 Fetterer, 1995). Razlaganje matriksa ukljucuje
specificne akcije cistein proteinaze i nije rezultat jednostavnog mehanickog razaranja pokretnih
parazita. Znacajno je to, da i odrasli Zivi paraziti u kulturi i ekskretorno-sekretorni produkti
odraslih parazita razlazu glikoprotein elastin i kolagene komponente matriksa stvorenog in vitro
od strane glatko miSi¢nih celija. IzluCene cistein proteinaze su na taj nacin sposobne da

hidrolizuju glikoproteine, koji su strukturni proteini neophodni u odrzavanju integriteta matriksa.

Takode, sposobnost cistein proteinaza da razlazu i elastin i kolagen matriksa je sli¢na istoj
funkciji koju ima katepsin L kod sisara. StaviSe, enzim H. contortus-a je aktivan u $irokom
opsegu kisele i alkalne pH vrednosti (Karanu i sar., 1993; Rhoads i Fetterer, 1995). Na taj nacin,
ovo svojstvo moZe omoguciti parazitima fleksibilnost da modifikuju ili moduliraju proteine
domacina ili utiCu na procese koji ukljucuju razaranje tkiva, sprecavaju koagulaciju i ishranu ili
omogucavaju izbegavanje imunskog sistema. Aktivnost cistein proteinaza moZe biti znaCajna za
penetraciju abomazalne sluznice. Vredi spomenuti da je pronadeno, da proteinaze koje luci
Ostertagia ostertagi, nematoda siriSta goveda, mogu da razlazu govedi mucin (Geldhof i sar.,

2000).

Trichinella spiralis je nematoda sa zacuduji¢im nedostatkom specificnosti prema
domacinu. Infektivni stadijum njene larve, posle oslobadanja iz kapsule tankim crevima
domacina, penetrira kroz epitelne Celije tankog creva. Prema tome, degradacija ekstracelularnog
matriksa je bitna stavka neophodna za invaziju tkiva i ishranu parazita (Kennedy i Harnet, 2001).
L, larva T. spiralis ne poseduje usni aparat ili stilus. Ove larve napadaju epitelne Celije prvo
glavom. Dokazano je da ove larve ozleduju plazma membranu epitelnih ¢elija creva pacova
(linija IEC-6), stvarajuci tako prolazni proboj u membrane. To ranjavanje se smatra uobicajenim
dogadajem u crevnom epitelu. Ekskretorno-sekretorni produkti infektivnog stadijuma larve T.
spiralis sadrZe serin, aspartat 1 cisteine proteinaze (Criado i sar., 1992; Moczon i Wranicz, 1999;
Lun i sar., 2003) i cink-zavisne metalo-proteinaze, sa velikom koli¢inom metalo-endoproteinaza,
tj., kolagenaza (Lun i sar., 2003). Odredena aminokiselinska sekvenca ove metalopreoteinaze (58
kDa) T. spiralis pokazuje znatnu homologiju sa prekursorom i aktivnhim oblikom cink
metaloproteinaze TOH-2 C. elegans 1 razliCitih proteina ¢lanova astacin familije (toloid i BMP-

1). Astacin metaloproteinaze, sintetisane kao zimogeni oblici, aktiviraju se post-translaciono
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(Stocker 1 sar., 1995). One imaju razlicite funkcije, a neke od njih su: varenje hrane (Stocker i
Zwilling, 1995), izleganje iz jaja (Yasumasu i sar., 1992) 1 hidroliza komponenti ekstracelularnog
matriksa — npr. kolagena tipa I (Yan i sar.,, 2000). Tokom intestinalne faze razvoja, astacin
metaloproteinaze su klju¢ne za navedene funkcije. Medutim, manje je jasno, zaSto odrasli oblik
Trichinella, koji borave u citoplazmi epitelnih cCelija tankih creva, zahtevaju degradaciju
fibrinogena 1 plazminogena (Todorova i sar., 1995). Moguce je da sekretovane proteinaze mogu
imati antikoagulantnu ulogu, $to doprinosi patologiji trihineloze. Elastaze, koje lu¢e odrasli oblici
crva, mogu ucestvovati u razaranju tkiva creva i na taj nacin potpomazu, kako penetraciju
parazita u enterocite domacina, tako i oslobadanje hranljivih materija (Todorova i Stoyanow,

2000).

Kod drugih vrsta Trichocephalida, kao $to je Trichuris muris, sekrecija dve glavne
peptidaze (85 i 105 kDa), koje su serin peptidaze (poseduju odreden stepen specifi¢nosti za
molekule nalik kolagenazi), je vremenski zavisna. Nije uoCena peptidazna aktivnost u ekstraktu
ovih crva, $to ukazuje na to da se ovi enzimi aktiviraju tokom ili tek nakon sekrecije od strane
ovih parazita (Drake i sar., 1994). Funkcija ovih enzima in vivo jo§ uvek je nejasna. Moguce je da
doprinose ishrani parazita a sposobnost Zivih parazita da razlazu proteine bazalne membrane
(Drake i sar., 1994) ukazuje na uces¢e ovih proteina u procesu invazije. Moguce je da ovi enzimi
pomazu stvaranju i odrzavanju sredine oko parazita, s obzirom da je prednji deo odraslog parazita
uklopljen u sincicijalni tunel, poreklom od epitela cekuma domacina (Panesar, 1981). Moguce je
1 da se delovanjem sekretovanih peptidaza remeti integritet membrane epitelnih Celija, Sto vodi

»curenju’” sastojaka Celije i na taj nacin doprinosi oStec¢enju tkiva (Cooper i sar., 1992).

Filarija Onchocerca volvulus je bitna nematoda ljudi koja parazitira u koZzi i o€nom tkivu.
Dva vazna dogadaja u infekciji sa Onchocerca ukljuuju migraciju kroz kozu larve. L3 larva
migrira od mesta ujeda crne muSice do subkutisa gde se odrasli oblik filarije razvija i
mikrofilarije migriraju iz subkutanih ¢vorova do udaljenih regija koze i ponekad do oka (Lackey 1
sar., 1989). Aktivnost serin i metaloproteinaza u ES produktima mikrofilarija i odraslih muzZjaka
razlazu se komponente ekstaracelularnog matriksa koZe, kolagen tipa IV, fibronektin i laminin
(Hafner i sar., 1998). Prema ovim autorima, proteoliticka aktivnost ES produkata mikrofilarija i
muzjaka odgovorna je za razlaganje elasti¢nih vlakana tkiva domacina §to je 1 uoceno u hroni¢noj

onhocerkozi. ProteolitiCka aktivnost ne postoji u ES produktima odraslih Zenki. Ovo je verovatno
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rezulatat drugacijeg ponasanja parazita, jer infektivne larve i muzjaci moraju da migriraju kroz
tkiva domacina, dok odrasle Zenke su sve vreme u ¢vorovima. Stadijum-specificna sekrecija 43-
kDa serin elastaze Onchocerca je dokazana u O. lienalis, pri ¢emu ovaj enzim luce samo L3 larve
ali ne i odrasli paraziti. Na taj nacin serin proteinaze L3 larve verovatno imaju vaznu ulogu,
ubrzavaju¢i migraciju L3 larvi od mesta ujeda muve do udaljenih regija tela gde ¢e se odrasle
filarije razviti (Lackey 1 sar., 1989). Treba spomenuti, da osim proteinaza i hitinaze mogu imati

vaznu ulogu u parazitiranju filarija.

2.3.4.5. Izbegavanje imunskog sistema domacina

Istrazivanja razliCitih parazitskih infekcija obezbedila su opSte shvatanje da je otpornost
prema intracelularnim parazitskim infekcijama udruzena sa proizvodnjom proinflamatornih
citokina (IFNy, IL-2, TNFp) od strane CD4" T helper limfocitne subpopulacije, poznate i kao
Thl c¢elije, koje izazivaju Thl-tip imunoloSkog odgovora. Prijemcivost prema infekcijama
udruZena je sa Th2 tipom odgovora za koji je zaduZena subpopulacija Th2 limfocita (Street i
Mosmann, 1991). Ve¢ina helmintima izazvanih infekcija ljudi i Zivotinja indukuje imunski
odgovor koga karakteriSu pojac¢ana produkcija citokina od strane Th2-limfocita (IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10, IL-13), i proizvodnja odgovarajucih antitela (IgG1 u miSa, IgG4 u ljudi, IgE kod obe
vrste). Ovaj dvostruki imunski fenotip, uopSte, postoji tokom trajanja infekcije. Helmintima
izazvan tipa-2-udruZeni imunski odgovor je povezan sa izbacivanjem gastrointestinalnih
namatoda i formiranjem cirkumovalnih granuloma u Sistozomijazi (Hofmann i sar., 2002).
Regulacija Thl 1 Th2 odgovora je dobro istrazena (Kennedy 1 Harnet, 2001). Ovi odgovori su
takode i pod uticajem antigen-prezentiraju¢ih celija i brojinih kostimulatornih molekula. Iako
brojne studije ukazuju na ulogu eksretornih/sekretornih produkata u modulaciji imunog odgovora

domacina, identifikovano je samo nekoliko parazitskih molekula.
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2.3.4.6. Indukcija Th2 odgovora

Neka istrazivanja govore o ulozi cistein proteinaza u inhibiranju Thl imuniteta, kroz
indukciju IL-4. Interleukin-4 koga sekretuju CD4" T ¢elije, kao i neke minorne subpopulacije T
limfocita i mast Celijske linije, je glavni citokin odgovoran za Th2 diferencijaciju. Machado i sar.
(1996) veruje da cistein proteinaze, sekretovane od strane raznih patogena, smanjuju Thl
odgovor, mehanizmom koji ukljucuje IL-4. Ove proteinaze podsticu mast Celije i bazofilne
granulocite da degranuliSu 1 tako izluc¢e IL-4. U skladu sa ovim, dokazano je da kod miSa,
katepsin L (cistein-proteinaza) iz F. hepatica suprimira produkciju IFN-y, koji predstavlja citokin
Th1-tipa odgovora. Sta vise, molekuli koje sekretuje F. hepatica indukuje produkciju IL-4 i IL-
10, citokine Th2-tipa odgovora (O’Neill i sar., 2001). IstraZivanja sa nematodom Brugia pahangi
(Osborne i1 Devaney, 1999) i1 trematodom Schistosoma haematobium kod urinarne Sistozomijaze
(King 1 sar., 1996) dokazuju da su Thl ¢elije koje su reagovale na ove parazite bile suprimirane
mehanizmom koji ukljucuje pojacanu produkciju IL-10, koja ponekad koincidira sa ¢elijskom

hiporeaktivnoscu.

2.3.4.7. Antioksidativni enzimi koje sekretuju helminti

Helminti su anaerobni ili u pojedinim stadijumima svog razvoja fakultativno aerobni
organizmi, koji Zive u sredini sa niskim parcijalnim pritiskom kiseonika. Ovo je razlog zaSto
veCina parazita ne poseduje ili je izgubila mehanizme za neutralizaciju ROS/RNS tokom
regresivne evolucije, ili pak poseduje zanemarljiv kapacitet istih, u poredenju sa aerobnim
organizmima. Nasuprot ovome, aerobni organizmi su tokom evolucije razvili brojne
specijalizovane sisteme koji ih Stite od toksi¢nog efekta slobodnih radikala kiseonika (Locatelli 1
sar., 2004; Dzik, 2005). Pretpostavlja se da i odredeni antihelmintici svoj terapijski efekat
ostvaruju zahvaljujuc¢i oksidativnom stresu, koji se razvija u toku njihove biotransformacije u

organizmu domacina (Locatelli i sar., 2004; Dimitrijevic i sar., 2012).
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Ipak, treba ista¢i da su i parazitski organizmi zadrzali i/ili razvili u toku evolucije
mehanizme zaStite od ROS-a (mada ne tako moc¢ne kao aerobni organizmi) koji nastaju u
infekcijom-stimulisanim fagocitima domacina, odnosno u neutrofilnim granulocitima 1
makrofagima (Cross i Jones, 1991), a deo su urodenog mehanizma odbrane domacina. Tako su
kod svake istrazene vrste parazitskih helminata opisane superoksid dizmutaze koje katalizuju
dizmutaciju superoksid-anjon radikala u vodonik-peroksid i kiseonik (James, 1994), ali je enzim
koji deluje na vodonik-perokside bilo tesko identifikovati. Veoma je bitna kontrola koli€ine
H,0,, zato §to vodi formiranju OH’, za ¢ije uklanjanje ne postoji specifi¢an enzim - &ista¢, zbog
njegove izuzetno jake reaktivnosti. Zbog toga je najbolji na¢in za kontrolu koncentracije OH’
odbrana protiv HyO; i O,". Jedna klasa enzima sposobna za ovu funkciju kod sisara su selen-
zavisne glutation peroksidaze. One katalizuju redukciju H,O, i organskih hidroperoksida, uz
oksidaciju glutationa (GSH) do glutation-disulfida (Henkle-Diihrsen i Kampkoter, 2001).
Medutim, izgleda da seleno-zavisne glutation peroksidaze ne postoje kod parazitskih nematoda
(Callahan i sar., 1988), mada postoji familija seleno-nezavisnih glutation-peroksidaza ali one
nemaju ili imaju vrlo nisku aktivnost prema vodonik-peroksidu. Kod vecine parazitskih vrsta je
dokazana katalaza, koja kataliSe metabolizam vodonik-peroksida u molekulski kiseonik i vodu,
mada je njena aktivnost niska a tzv. sekvenciono kodirana tipi¢na katalaza je dokazana samo kod
nekoliko vrsta nematoda — npr. kod Haemonchus contortus (Kotze i McClure, 2001) ili Ascaris
suum (Eckelt 1 sar., 1998). Visoka aktivnost katalaze dokazan je za sada samo u telesnom

ekstraktu B. malayi (Ou i sar., 1995).

Aktivacija makrofaga od strane citokina je vaZzna u parazitskim infekcijama gde su
uzroCnici rezistentni na intracelijsku destrukciju. Jedan od najznacajnijih puteva destrukcije u
ovim aktiviranim c¢elijama je produkcija azot oksida. Azotni radikali koji se formiraju
interakcijom NO sa reaktivnim kiseoni¢nim radikalima su letalni za mnoge intracelularne
parazite. Medutim, pojedini paraziti, a posebno protozoe, su eksperti za prezivljavanje unutar
makrofaga. Na taj naCin neki, kao §to su Leishmania, Toxoplasma, i Trypanosoma cruzi mogu da
migriraju u bezbedne intracelijske odeljke; Leishmania i T. cruzi mogu da suprimiraju produkciju
toksi¢nih radikala ili produkciju citokina dok 7. gondii moZe pokrenuti apoptozu makrofaga
(Tizard, 2008).

Kod parazita je nedavno opisana nova familija enzima - peroksiredoksini (Chae i sar.,

1994). To su najverovatnije glavni H,O,-detoksificiraju¢i enzimi parazitskih nematoda i mnogih
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drugih patogena (McGonigle i sar., 1998). Kod parazitskih nematoda, peroksiredoksini mogu
igrati klju¢nu ulogu, budu¢i da funkcioniSu kao glavni antioksidativtni enzimi ali su ukljuceni u

procese Celijske signalizacije.

2.3.4.8. Peroksiredoksini (PRX5s)

Otkri¢e ovog sistema enzima predstavlja glavni korak u razumevanju mehanizama borbe
parazitskih nematoda sa unutrasnjim ali i sa ROS koje sintetiSe organizam u kome parazitiraju,
kao odgovor na parazitsku infekciju. Peroksiredoksini postoje kao homodimeri. Imaju svojstvo da
redukuju vodonik-perokside do vode, a alkil hidroperoksida do odgovarjucih alkohola. Prema
tome da li sadrZze jednu ili dve visoko konzervisane residue cisteina klasifikovani su u dve

familije: 1-Cys i 2-Cys (Chae i sar., 1994).

Peroksiredoksini se razlikuju od drugih peroksidaza po tome Sto ne poseduju kofaktore, kao
Sto su metali ili prostetiCne grupe. Eksperimenti sa ljudskim /-Cys peroksiredoksinom ukazuju da
je Cys-47-SH mesto oksidacije 1 da oksidisani produkt (verovatno Cys-SOH) moZe biti
redukovan povratno do cisteina sa ditiotreitol (Kang i sar., 1998), ali fizioloski donor nije joS
identifikovan (Seo i sar., 2000). 2-Cys peroksiredoksini su tioredoksin peroksidaze, za koje se
pokazalo da redukuju H,O, uz koriS¢enje elektrona iz tioredoksin sistema. Redukcija
hidroperoksida sa 2-Cys enzimima je udruZena sa stvaranjem medumolekulskih disulfidnih veza,
koja se posledicno redukuju, elektronima koje donira tioredoksin. Tioredoksin se regeneriSe

sistemom tioredoksin reduktaza i NADPH (Chae i sar., 1994a).

Pretpostavlja se da ¢lanovi PRX familije koji postoje kod sisara nisu prosti back-up sistemi
za glutation peroksidazu i katalazu (Brigelius-Flohe, 1999) ali u cilju eliminisanja potencijalno
Stetnog efekta ROS, mogu igrati ulogu u prenoSenju signala i ekspresiji gena, $to je uslovljeno
promenama u koncentraciji ROS-a (Lim 1 sar., 1998). Ustanovljeno je da trematoda S. mansoni
poseduje i peroksiredoksin nalik bakterijskom (rezistentan na oksidativnu inaktivaciju; vazan u
regulisanju celijskih signalnih puteva) i sisarima-nalik osetljive peroksiredoksine (Sayed i

Williams, 2004).
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Peroksiredoksini su pronadeni i kod nekih vrsta nematoda, a kod odredenih (Ascaris)
predstavljaju glavne antioksidativne enzime (Tsuji 1 Kasuga-Aoki, 2001). Ovi enzimi su vrlo
znacajni 1 za parazitske helminte.

Antioksidantni enzimi koji reaguju sa ROS nastalim u fagocitnim ¢elijama domacina
moraju biti izluCeni ili prisutni na povrsini parazita. Lokalizacija peroksiredoksina ukazuje da

reaguju i sa endogeno 1 egzogeno nastalim ROS (Henkle-Diihrsen i Kampkéter, 2001).

Budu¢i da metilji ne poseduju katalazu i1 imaju vrlo niske koncentracije glutation-
peroksidaze (Mei i LoVerde, 1997), smatra se da peroksiredoksini imaju glavnu ulogu u njihovoj
antioksidativnoj odbrani od ROS-a domacina (Kwatia i sar., 2000). 2-Cys peroksiredoksin
protein (engl. thioredoxin peroxidase) je prisutan kod jedinki oba pola (Kwatia i sar., 2000). S
obzirom da 2-Cys peroksiredoksini efikasno koriste redukujuce ekvivalente poreklom od
tioredoksina i glutation sistema (alternativne donore elektrona), u stanju su da se izbore sa
odbrambenim mehanizmima domacina. pa zato lako migriraju i zato su prisutne u razli¢itim
tkivima (Sayed i Williams, 2004). Uloga peroksiredoksina u antioksidativnoj odbrani metilja je
vrlo jasna kada se ima na umu da od momenta infekcije domacina infektivnim oblicima postoji
stalna ekspresija gena za sintezu ovih enzima. Tioredoksin je prisutan u ekskretorno-sekretornim
produktima jaja pa potpomaze i njihovoj pasazi i opstanku u zapaljenskim procesom zahvacenim

tkivima.

2.4. OKSIDATIVNI STRES

Nacin na koji kiseonik ispoljava toksicni efekat na Zive sisteme bio je nepoznat sve do
pojave GerSmanove teorije o toksi¢nosti kiseonika. Po ovoj teoriji toksi¢nost kiseonika je rezultat
pojave redukovanih oblika kiseonika, to jest slobodnih radikala (Gerschman i sar., 1954). Iste
godine, Commoner i sar. su merenjem elektronske paramagnetne rezonance, dokazali prisustvo
slobodnih radikala u razli¢itim uzorcima bioloskih materijala. Denham Harman je 1956. godine
postavio teoriju po kojoj slobodni radikali imaju vaZznu ulogu u procesu starenja. Ova teorija je
bila razlog pojave brojnih istrazivackih projekata na polju slobodnih radikala u bioloskim

sistemima. Druga faza u istrazivanju slobodnih radikala pocinje 1969. god. kada su McCord 1
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Fridovich otkrili enzim superoksid dismutazu (SOD), ¢ime je pronaden neoboriv dokaz o
vaznosti slobodnih radikala u Zivim sistemima. Tre¢i put je dat veliki znacaj prisustvu slobodnih
radikala u bioloSkim sistemima 1977.god. kada su Mittal i Murad dokazali da hidroksilni radikal
(OH) aktivira enzim guanilat ciklazu i na taj naéin posredno stimuliSe formiranje cikli¢nog
guanozin monofosfata (cGMP) koji ima ulogu sekundarnog glasnika u sloZenom sistemu
meducelijske komunikacije (Mittal i Murad, 1977). Od ovog perioda brojne novootkrivene
¢injenice dokazuju da bioloSki sistemi, ne samo da su se adaptirali na koenzistenciju sa
slobodnim radikalima, ve¢ su razvili i brojne mehanizme, ili bolje reCeno dodelile slobodnim
radikalima uloge u razlicitim fizioloskim procesima. Slobodni kiseoni¢ni radikali, ili reaktivne
kiseoni¢ne vrste (ROS), kao i reaktivne azotove vrste (RNS) predstavljaju produkte normalnog
¢elijskog metabolizma. Za ROS 1 RNS je poznato da imaju dvostruku ulogu, tj. dvoli¢ni karakter,
s obzirom da na bioloske sisteme mogu imati koristan ali i Stetan efekat (Valko i sar., 2006).
Koristan efekat ROS ispoljavaju pri niskim i/ili srednje visokim koncentracijama. Pri ovakvim
koncentracijama ROS imaju ulogu u celijskom odgovoru na razne nokse (infektivne i

neinfektivne prirode), u ¢elijskom signalnom sistemu, kao 1 u indukciji mitogeneze.

Stetni efekat slobodnih radikala, koji se ogleda u o$teéenju bioloskih sistema, oznadava se
kao oksidativni i nitrozativni stress (ROS/RNS) (Valko i sar., 2004; Ridnour 1 sar., 2004).
Ovakvo stanje se javlja u bioloskim sistemima kada postoji preterano stvaranje ROS/RNS s jedne
strane, i deficit enzimskih i ne-enzimskih antioksidanata s druge strane. Drugim recima,
oksidativni stres proistice iz metabolickih reakcija u kojima se koristi kiseonik i1 nastaje u
stanjima kada je poremecena ravnoteza izmedu prooksidanata i oksidanata u Zivim sistemima.
ROS prisutne u vecoj koncentraciji mogu ostetiti ¢elijske lipide, proteine ili DNA, inhibirajuc¢i na
taj na¢in normalnu funkciju ¢elije. Na ovaj nacin oksidativni stres ima ulogu u patogenezi brojnih
bolesti, kao i u procesu strarenja. OdrZanje vrlo delikatne ravnoteze izmedu korisnog i Stetnog
efekta slobodnih radikala postiZze se mehanizmom tzv. ,,;redoks regulacije”, a u cilju odrzavanja

redoks homeostaze u bioloskim sistemima (Droge, 2002).
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Shema 1. Uloga ROS i RNS u odbrambenoj reakciji organizma na razlicite nokse

2.4.1. Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS)

Slobodni radikali se mogu definisati kao molekuli ili delovi molekula koji sadrZe jedan ili
viSe nesparenih elektrona u atomskim ili molekulskim orbitalama (Halliwell 1 Gutteridge, 1999).
Ovi nespareni elektroni Cine slobodne radikale reaktivnim. Radikali poreklom od kiseonika
predstavljaju najvazniju klasu reaktivnih vrsta koja se stvara u Zivim sistemima (Miller i sar.,
1993). Molekulski kiseonik (dioksigen) ima jedinstvenu elektronsku konfiguraciju i sam po sebi
je radikal. Adicijom jednog elektrona molekulskom kiseoniku formira se superoksid anjon
radikal (O,") (Miller i sar., 1993). Superoksid anjon radikal, nastaje ili u toku metaboli¢kih
procesa ili aktivacijom molekulskog kiseonika jonizuju¢im zracenjem. Ovako nastali superoksid
anjon oznacava se kao ,,primarni” ROS, koji moZe dalje reagovati sa drugim molekulima pri
¢emu nastaju ,,sekundarni” ROS, direktno ili preko enzimski- ili metalom katalizovanim

procesom, Sto je ¢eS¢i slucaj (Valko i sar., 2007).

Stvaranje superoksida deSava se vefinom u mitohondrijama (Cadenas i Sies, 1998).
Transportni lanac elektrona, koji se odvija u mitohondrijama, predstavlja glavni izvor ATP za
Celije sisara. Tokom prevodenja energije iz jednog oblika u drugi, u transportnom lancu

elektrona, 1-3% elektrona stalno ,.curi”’- izlazi iz lanca, prerano, formiraju¢i sa kiseonikom
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superoksid anjon radikal. Superoksid anjon radikal lako prolazi membranu mitohondrija i

dospevsi u citosol ima ulogu u brojnim patofiziolo$kim procesima (Valko 1 sar., 2004).

Hidroksilni radikal (OH) predstavlja neutralni oblik hidroksilnog jona. Hidroksilni radikal
je visoko reaktivan, $to ga €ini veoma Stetnim. U in vivo uslovima njegovo polu-vreme Zivota
iznosi oko 107 sekundi (Pastor i sar., 2000), tako da svoje dejstvo ostvaruje reagujuéi sa
molekulima koji se nalaze oko mesta njegove produkcije. Redoks status celije u velikoj meri
zavisi od gvozda (i bakar) redoks para i odrzava se u okviru vrlo uskih fizioloSkih granica.
Homeostatski mehanizmi drze gvozde u vezanom obliku, tako da u c¢eliji nema slobodnog
gvozda. Medutim, u stresnim stanjima, u in vivo uslovima, veca koli¢ina superoksida oslobada
vezano gvozde iz molekula (Liochev i Fridovich, 1994). Oslobodeno Fe?* (dvovalentno gvozde)
moze ucestvovati u Fentonovoj reakciji, generiSuci visoko reaktivni hidroksilni radikal. Valko i
sar. (2005), su dokazali da u stresnim stanjima, superoksid anjon radikal deluje kao oksidant
enzimskih sistema u kojima se nalazi gvozde, ¢ime stimuliSe produkciju ‘OH od vodonik-
peroksida, jer dovodi do oslobadanja, za Fentonovu reakciju potrebnog, dvovalentnog jona

gvozda (Leonard i sar., 2004; Valko i sar. 2004).
Fe** + H,0, — Fe’* + 'OH + OH
(Fentonova reakcija)

Superoksid anjon radikal ucestvuje i u Haber-Weiss reakciji, koja predstavlja kombinaciju
Fentonove reakcije i redukcije Fe'* superoksid anjonom, pri &emu nastaje Fe®* i kiseonik

(Liochev 1 Fridovich, 2002):
02. T+ H202 — 02 + OH + OH"
Fe’* + 0, — Fe** + 0O,

Najrealisti¢niji model za produkciju hidroksilnog radikala, po tipu Fentonove reakcije u in
vivo, dogada se kada su prisutni joni gvozda, bakra, hroma i kobalta. Rae i sar. (1999) su dokazali
da je gornji limit takozvanog ,,slobodnog pula” bakra bio daleko manji od jednog atoma po celiji.
Ovaj nalaz dovodi u ozbiljni sumnju sposobnost bakra da u in vivo uslovima preko Fentonove
reakcije generiSe hidroksilni radikal. Za Fentonovu reakciju se zna da se odvija u in vitro, ali njen

znacaj u fizioloSkim stanjima jo$ uvek nije potpuno jasan, imajuci u vidu ¢injenicu da su slobodni
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kataliticki joni skoro nedostupni, jer ih vrlo efikasno uklanjaju metal-vezujuci proteini (Kakhlon i
Cabantchik, 2002). Medutim, postoje stanja ,prepunjenosti gvozdem” u organizmu (npr.
hemohromatoza) kada su dostupne vecée koli¢ine ,,slobodnog gvozda”, §to moZe imati Stetne

efekte za celijske strukture.

- foton

-« T - singlet kiseonik
NO' O

O3 +2H*

(superoksid dismutaza)
peroksinitrit

Superoksid anjon

- vodonik-peroksid

Fe 2t Fe 3+
(Fentonova reakcija)

- hidroksil radikal

+
H* +
HO™ ——» H,O

H+

Shema 2. Medukonverzija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

Sledeca reaktivna vrsta koja moZe nastati od kiseonika u bioloSkim sistemima su peroksil
radikali (ROO). Najjednostavnija forma peroksil radikala je HOO', koji predstavlja protonovanu
formu superoksid anjon radikala i1 naziva se hidroperoksil radikal ili perhidroksil radikal. To je
konjugovana kiselina, pK,~ 4,8, i zbog ovakve konstante disocijacije, samo 0,3% superoksid
anjon radikala se nalazi u ovom obliku u citoplazmi (De Grey, 2002). Dix i sar. su dokazali da
hidroperoxil radikal moZe inicirati proces peroksidacije masnih kiselina preko dva paralelna
mehanizma. Jedan od mehanizama se odvija u in vivo uslovima i ksantin oksidaza ima ulogu u
ovom procesu. Ksantin oksidaza (XO) 1 ksantin dehidrogenaza (XD) su dve forme istog enzima
oznacenog kao ksantin oksidoreduktaza (XOR) (Borges 1 sar., 2002; Vorbach i sar., 2003). U
katabolizmu purina, XOR katalizuje oksidativnu hidroksilaciju hipoksantina do ksantina, a zatim

ksantina do mokra¢ne kiseline. Mokra¢na kiselina deluje kao moc¢ni antioksidans koji ,,Cisti”
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slobodne radikale. Ksantin oksidoreduktaza, na taj nacin ima bitnu ulogu u enzimskoj odbrani

¢elije od oksidativnog stresa (Vorbach i sar., 2003).

Peroksizomi predstavljaju Celijske organele koje produkuju vodonik-peroksid u fizioloSkim
stanjima, ali ne i O,” (Valko i sar., 2004). Peroksizomi troSe veliku koli¢inu kiseonika i ucestvuju
u nekoliko metaboli¢kih procesa. KoriS¢enje kiseonika u peroksizomima vodi ka produkciji
vodonik-peroksida koji moze oksidovati razli¢ite molekule. Ove organele takode poseduju enzim
katalazu koja neutraliSe nagradeni peroksid, i na taj na¢in spreCava akumulaciju ovog toksi¢nog
jedinjenja. Na ovaj nacin, peroksizomi odrzavaju delikatnu ravnotezu izmedu produkcije i
neutralizacije ROS. Kako peroksizomi to ¢ine joS uvek nije dovoljno jasno. Kada su peroksizomi
oSteceni, velike koli¢ine vodonik-peroksida izlaze u citoplazmu, dovodeéi celiju u stanje

oksidativnog stresa.

Kada su fagocitne ¢elije (npr. neutrofili) izloZene nekom stimulusu, dolazi do niza reakcija
koje su oznafene kao oksidativni prasak (respiratory burst) (De Coursey i Ligeti, 2005).
Nikotinadenin dinukleotid fosfat (NAD(P)H) oksidaza u neutrofilima generiSe superoksid anjon
radikal, koji je neophodan za destrukciju bakterijskih ¢elija. Ovaj enzimski kompleks se sastoji
od dve, za membranu-vezane komponente, gp91°"* i p22P™* koje &ine citohrom b585, koji
predstavlja enzimsko jezgro kompleksa. Posle aktivacije, citosolne komponente, p47°"* | p67°"*,
p40P™* i G-vezani proteini, Rac i RaplA, translociraju se do membrane pri Gemu se formira
aktivni enzimski kompleks. NAD(P)H) oksidaze, koja se nalazi van fagocitnih ¢elija, produkuje
superoksid anjon radikal, u koli¢ini koja iznosi 1 do10 % od nivoa produkcije O, ~u neutrofilima,

1 za ovako nastali radikal smatra se da ima funkciju u intracelijskim signalnim procesima.
2.4.2. Reaktivne azotove vrste (RNS)

Azot oksid (NO’) je mali molekul koji sadrZi jedan nespareni elektron u 2-:ry* orbitali, S$to ga

¢ini slobodnim radikalom. NO' se stvara u bioloSkim sistemima pod dejstvom specifi¢ne azot
oksid sintaze (NOSs), koja metaboliSe arginin do citrulina uz stvaranje NO  preko pet
oksidativnih reakcija (Ghafourifar i Cadenas, 2005). NO' predstavlja vrlo reaktivno signalno
jedinjenje koje uCestvuje u veoma vaznim bioloSkim procesima, kao $to su neurotransmisija,

regulacija krvnog pritiska, odbrambeni mehanizmi, relaksacija glatke muskulature i u regulaciji
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imunskog odgovora (Bergendi i sar., 1999). Zbog ovih njegovih osobina, 1992. godine, NO' je
proglasen za ,,molekul godine” od strane Science Casopisa (Koshland, 1992).

NO' ima polu-zivot od svega nekoliko sekundi u vodenom okruzenju. NO" ima vecu
stabilnost u okruzenju gde je niza koncentracija kiseonika (poluZivot ~15 sec). Medutim, s
obzirom da spada i u hidro- i lipo-solubilna jedinjenja, lako difunduje i kroz citoplazmu i kroz
Celijske membrane (Chiueh, 1999). NO" ima ulogu u neuronskoj transmisiji signala, kao i u
sinapti¢koj plasti¢nosti u centralnom nervnom sistemu. U ekstracelijskoj sredini, NO" reaguje sa

kiseonikom 1 vodom gradeci nitratne 1 nitritne anjone.

Preterana produkcija RNS oznacena je kao nitrozativni stres (Ridnour 1 sar., 2004). Ovo se
moZe dogoditi kada je naruSena ravnoteZa izmedu sistema koji generiSu RNS i sistema koji ih
neutraliSu. Nitrozativni stres moze pokrenuti reakcije nitrozilacije koje za krajnji efekat imaju

promenu strukture proteina, a samim tim i njihove funkcije.

Celije imunskog sistema proizvode i superoksid anjon radikal i azot-oksid radikal tokom
oksidativnog praska u toku imflamatornih procesa. U takvim uslovima, azot-oksid i superoksid
anjon radikal mogu reagovati, pri ¢emu nastaje reaktivniji peroksinitrit anjon radikal (ONOO),

koji je potentniji oksidujuci agens, i moze dovesti do fragmentacije DNA i oksidacije lipida.
NO + O, " — ONOO’

Na ovaj nacin sledi zakljuak da toksi¢nost NO' proizilazi prevashodno iz njegove

sposobnosti da kombinacijom sa superoksid anjonom nagradi peroksinitrit anjon radikal.

Azot-oksid lako vezuje neke prelazne metale, i u stvari vec¢ina njegovih fizioloskih
efekata nastaje kao rezultat njegovog inicijalnog vezivanja sa Fe** jonom iz hem grupe enzima

guanilat ciklaze (Archer, 1993).
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Shema 3. Uticaj ROS i RNS na biomakromolekule

2.4.3. Oksidansi, ¢elijske mete i oksidativno oSte¢enje DNA, lipida i proteina

Oksidansi su supstance sposobne da oksidiSu ,target molekule. Ovo se moZe dogoditi
jednim od slede¢a tri nacina: oduzimanjem vodonikovog atoma, oduzimanjem elektrona ili
dodavanjem kiseonika. Oksidansi se mogu podeliti na razliite nacine, zavisno od njihove
hemijske strukture i reaktivnosti. Jedan Siroko koriS¢en sistem podele zasniva se na Cinjenici da li
su ili ne oksidansi slobodni radikali, tj. da li sadrZe jedan nespareni elektron u spoljnoj orbitali,
Sto predstavlja situaciju koja molekul ¢ini nestabilnim. U grupu slobodnih radikala spadaju vrste
kao $to su hidroksil radikal (HO"), azot oksid (NO") i superoksid (O,"). Neka jedinjenja mogu biti
visoko reaktivna a da nisu radikali. U takve oksidanse spadaju peroksinitrit (ONOQO), vodonik-

peroksid (H,0,) i1 hipohlorna kiselina (HOCI).

Ipak, budu¢i da Stetan potencijal i radikala i ne-radikala Siroko varira i prili€no je

nepovezan sa radikalnim statusom molekula, klasifikacija prema ovom principu nema mnogo
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smisla u bioloskom pogledu. Drugacija i ocigledno mnogo vaznija klasifikacija oksidansa (i
antioksidanasa) predloZzena je od strane Buettner (1993), koji je oksidanse podelio prema
njihovom elektron redukcionom potencijalu, koji je blisko povezan sa njihovom bioloskom
reaktivno$¢u 1 na taj nacin njihovom potencijalno Stetnom efektu. Prema ovom sistemu

klasifikacije, HO" se smatra najreaktivnijom poznatom kiseni¢nom vrstom.

Sve Celije koje Zive pod aerobnim uslovima stalno su izloZene velikom broju oksidansa koji
poticu iz raznih endogenih i1 egzogenih izvora (Halliwell i Gutteridge, 1999). Ipak, vazno je
naglasiti, da su oksidansi takode endogene signalne molekule koje su ukljucene u kontrolu vaznih
kaskadnih procesa, kao Sto su apoptoza i inflamacija. Drugim re¢ima, povecana produkcija
oksidansa, tj. oksidativni stres, nije nuzno uvek povezan sa oksidativnim oStecenjem. Jedan dobar
primer ove tvrdnje je radikal NO', koji ima istaknutu ulogu kao medijator vazodilatacije, kao i u
nekim drugim procesima. Tako, poveCana produkcija NO' nije sama po sebi indikator
oksidativnog stresa, mada, povecanje nivoa NO" moZe voditi ka povecanoj produkciji vrlo Stetnog
oksidansa, ONOO'". Stoga, rezultate bazirane samo na markerima oksidativnog stresa bez

povezivanja sa oksidativnim oSte¢enjem, teSko je tumaciti.

Postoji nekoliko endogenih izvora oksidansa, gde spada i respiratorni lanac u
mitohondrijama u kome se molekulski kiseonik prevodi u vodu. Odredeni procenat molekulskog
kiseonika stalno ‘“curi” iz transportnog lanca elektrona (respiratornog lanca) kao ROS
meduproizvod i ovaj proces sam po sebi rezultira stvaranjem tzv. bazalnog nivoa oksidansa u
Zivom organizmu, tj. in vivo. Na dalje, imunske reakcije mogu takode znacajno doprineti
stvaranju oksidansa, posebno tokom infektivnih stanja ili kao rezultat autoimunskih reakcija. Kao
primer, aktivirani neutrofili stvaraju i oslobadaju ROS sa namerom da uniSte strane materija
(patogene), ali usled nedostatka specifi¢nosti ove reakcije dolazi do oSte¢enja i tkiva domacina t;.
sopstvenog tkiva. StaviSe, enzimi kao §to su ksantin oksidaza i azot oksid sintaza (NOS) stvaraju
O7i NO'; dva radikala koja se mogu energetski kombinovati i nagraditi Stetnu vrstu, tj. ONOO".
Dobro je poznato da u in vitro uslovima slobodni radikali takode mogu nastati preko tzv. metal-
posredovane oksidacije, tzv. Fentonovog tipa hemijske reakcije, ali s obzirom na ograni¢enu
dostupnost slobodnih ,,prelaznih” metala, malo je verovatno da ove reakcije imaju glavnu ulogu

kao izvor oksidansa in vivo (Chen i sar., 2000).
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Razli¢iti egzogeni izvori ROS-a takode doprinose direktno ili indirektno ukupnom nivou
okidansa u organizmu. Ovo ukljucuje efekat jonizijueg i ne-jonizujuceg zraCenja, vazdusSno
zagadenje 1 prirodne toksi¢ne gasove, kao §to je ozon, kao i hemikalije i toksine koji se koriste u
kuéi, gde spadaju tzv. oksidiSuéi dezinficijensi. Stavie, strani mikroorganizmi indukuju stvaranje
sekundarnih oksidiSuc¢ih formacija i njihovo oslobadanje u domacinu preko imunog sistema, kao
Sto je gore navedeno, kao dodatak na njihove, ponekad, direktne oksidiraju¢e moguénosti.
Ishrana koja sadrzi neadekvatne koli¢ine hranljivih materija, moZe takode indirektno da rezultira

pojavom oksidativnog stresa, remeteci ¢elijske odbrambene mehanizme.

supstanci. Brojne oksidativne modifikacije DNA su opisane, §to moze voditi, poremecenom
spajanju DNA lanaca, mutacijama, cepanju jednog ili oba lanca DNA 1 eventualno smrti ¢elije
(Poulsen, 2005). Oksidacija proteina vodi poremecenoj funkciji enzima koji ne mogu da
obavljaju njihove funkcije u ¢eliji. Lipidi su vazni sastojci lipidnog dvosloja ¢elijske membrane i
nezasi¢enih masnih kiselina koje se posebno lako oksidiSu i mogu pokrenuti lan¢anu reakciju
koja rezultira daljim oksidativnim oSte¢enjem, koje moZe dovesti integritet Celije u pitanje. U
ovom procesu, oduzimanje vodonikovog atoma od strane ROS-a rezultira stvaranjem
konjugovanih dien struktura, Sto lipide ¢ini mnogo osetljivijim za dalju oksidaciju. Njihova
posledi¢na reakcija sa molekulskim kiseonikom rezultira u formiranju lipidnog peroksil radikala
koji je sposoban da oksidiSe susednu lipidnu molekulu ¢ime se dalje prenosi oksidativno

oStecenje.

Pri visokim koncentracijama, ROS mogu izazvati oSte€enja Celijskih struktura, nukleinskih
kiselina, lipida 1 proteina (Valko 1 sar., 2006). Za hidroksilni radikal se zna da moZe reagovati sa
svim delovima DNA molekule, oSte¢ujuci i purinske i pirimidinske baze, kao i Secerni skelet, tj.
dezoksiribozu (Halliwell i Guttteridge, 1999). Kao posledica oksidativnog oste¢enja DNA dolazi
do formiranja 8-OH-G. Permanentna oksidativna oSteCenja genetskog materijala predstavljaju

prvi korak u mutagenezi, karcinogenezi i starenju.

Dobro je poznato da metalom-izazvano stvaranje ROS rezultira oSte¢enjem, ne samo DNA,
ve¢ 1 drugih celijskih komponenti kao Sto su polinezasi¢ene masne kiseline fosfolipida, koje su
izuzetno osetljive na oksidaciju. Jednom formirani, peroksil radikali (ROO’) stalno se regeniSu

preko reakcija ciklizacije do endoperoksida uz stvaranje kona¢nog produkta peroksidacije, tj.
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malondialdehida (MDA) (Marnett, 1999). Drugi produkt peroksidacije lipida je 4-hidroksi-2-
nonenal (HNE). Za MDA se zna da ima mutageni efekat za bakterijske i ¢elije sisara i kancerozni
efekat na Celije pacova. HNE je slabo mutagenog potencijala, ali predstavlja glavni toksi¢ni

produkat peroksidacije lipida.

Mehanizmi ukljuceni u oksidaciju proteina reaktivnim kiseoni¢nim vrstama su proucavani u
eksperimentima u kojima su aminokiseline, prosti peptidi i proteini izlagani jonizuju¢em zracenju
u uslovima gde se formiraju hidroksil radikali ili meSavina hidroksil/superoksid radikali
(Stadtman, 2004). Bo¢ni lanci svih aminokiselinskih rezidua proteina, posebno cistein 1 metionin,
su osetljivi na oksidaciju izazvanu ROS/RNS (Stadtman, 2004). Oksidacija cisteina moZe voditi
formiranju reverzibilnih disufidnih grupa izmedu proteinskih tiolnih grupa (-SH) i nisko
molekularnih tiolnih grupa, posebno GSH (S-glutatiolizacija). Odredivanje koncentracije
karbonilnih grupa predstavlja dobar pokazatelj oksidativne modifikacije proteina pod dejstvom
ROS-a. Brojni, visoko-osetljivi metodi su razvijeni za merenje koncentracije proteinskih

karbonilnih grupa (Dalle-Done i sar. 2003, 2005).

2.4.4. Mehanizmi odbrane od oksidativnog stresa — Antioksidativna odbrana

Zbog stalne izloZenosti oksidansima, Sto je posledica prisustva za Zivot neophodnog
kiseonika, aerobni organizmi su se adaptirali na stalnu — neprekidnu borbu protiv oksidativnog
stresa. Evolutivno uznapredovala strategija Celijske odbrane razvijala je i postepeno produzavala
Zivotni vek individue. Celijski mehanizmi odbrane mogu se podeliti u najmanje tri nivoa prema
njihovoj funkciji u suzbijanju oksidanasa, popravci/uklanjanju oksidativnog oStecenja ili

inkapsuliranju ireverzibilnog oStecenja.

Kao prvi nivo odbrane protiv oksidanasa, ¢elija je opremljena sa tzv. antioksidans mrezZom.
Halliwell i Whiteman (2004) su definisali antioksidans kao “’bilo koju supstancu koja, kada je
prisutna u niskim koncentracijama u poredenju sa koncentracijom supstrata koji moZe da se
oksiduje, znaCajno sprecava ili odlaZze oksidaciju tog supstrata”. Pri ¢emu, treba imati u vidu se

termin “supstrat koji se moZe oksidovati” odnosi na svaki tip molekula koji se moze naci in vivo
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(Roche 1 sar., 2008). Antioksidansi su sposobni da doniraju elektron oksidansu, na taj nacin
suzbijaju¢i njihovu reaktivnost ¢ime je drze pod kontrolisanim uslovima 1 sprecavaju oStecenje
¢elijskih makromolekula. Antioksidansi postaju na taj nacin i sami radikali, ali su oni daleko
stabilniji i nisu sposobni da izazovu celijsko oStecenje. Oksidisani antioksidansi se kasnije
recikliraju do njihovog aktivnog redukovanog stanja brojnim c¢elijskim procesima koji kao izvor
energije koriste NADPH. Upravo ovaj proces recikliranja je klju¢ moci antioksidans mreze, koja
bi se u protivnom vrlo brzo istroSila (Lykkesfeldt i sar., 2003). Antioksidans mreZa se moZe
podeliti ¢ine dve osnovne grupe molekula, molekuli nize i molekuli ve¢e molekulske mase
(enzimske su prirode). U antioksidantne molekule niZe molekulske mase spadaju vitamini C i E i
glutation (GSH). Nasuprot njima, enzimskih antioksidanata ima viSe 1 oni ¢eS¢e poseduju
specijalizovane funkcije, tj. superoksid dizmutaza katalizuje izmenu tj. stvaranje od dva molekula
kiseonika jedan molekul O; i jedan molekul H,O,, dok katalaza i GSH peroksidaza direktno
deluju na uklanjanje H,O; koji curi iz lanca transporta elektrona. Reduktaza dehidroaskorbinske

kiseline i GSH reduktaza ubrzavaju recikliranje antioksidanasa tipa vitamina C i GSH.

Drugi i mnogo vazniji nivo odbrane je sposobnost da se detektuje i popravi ili ukloni
oksidisani 1 oSte¢eni molekul. U ovaj nivo odbrane spada i serija tzv. DNA popravljajuc¢ih enzima
koji su sposobni da detektuju oksidisanu ili pogreSno umetnutu bazu, isecajuci ih i umetajuci
ispravnu neosSte¢enu bazu u lanac. Obim ove aktivnosti je enormno veliki; ustanovljeno je da
DNA svake zive ¢elije pretrpi 10.000 do 100.000 oksidativnih modifikacija dnevno, od kojih se
99,99% enzimski popravi. Drugi znaCaj ovog drugog nivoa odbrane ukljucuje katabolizam

nefunkcionalnih tj. oksidativno modifikovanih proteina i lipida.

Konac¢no, ako stepen oksidativnog oStec¢enja premasi kapacitet mehanizma za popravku i
uklanjanje, organizmi su opremljeni jo§ jednim krajnjim oruZjem, a to je kontrolisana Celijska
smrt ili apoptoza (Payne i sar., 1995). Sposobnost da izazovu programiranu ¢elijsku smrt je od
izuzetne vaznosti u brojnim telesnim funkcijama, ukljucujué¢i kontrolu rasta tkiva, 1 ova funkcija
je ocigledno pod kontrolom nekoliko signalnih puteva. Kako god, jedan od ovih mehanizama
izgleda da je apoptoza izazvana oksidativnim stresom i na taj nacin ona ¢ini krajnje sredstvo koje

omogucava da se inkapsulira i izoluje oStecena ¢elija (Payne i sar., 1995).

Izlaganje slobodnim radikalima, poreklom iz brojnih izvora, vodilo je razvoju seriji

odbrambenih mehanizama (Cadenas, 1998). Odbrambeni mehanizmi protiv oksidativnog stresa,

46



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

izazvanog slobodnim radikalima, ukljucuju: 1. preventivne mehanizme, 2. mehanizme popravke,
3. fizicke, 1 4. antioksidativne mehanizme odbrane. Enzimski antioksidativni mehanizmi
ukljucuju sledece enzime: superoksid dismutazu (SOD), glutation peroksidazu (GPx) i1 katalazu
(CAT). Ne-enzimski antioksidansi su askorbinska Kiselina (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E),
glutation (GSH), karotenoidi, flavonoidi i dr. Pod normalnim uslovima, postoji ravnoteza izmedu
aktivnosti 1 intracelularnih nivoa ovih antioksidansa. Ova ravnoteZa je bitna za opstanak i

zdravlje organizma.

Oksidovana forma glutationa je glutation disulfid (GSSG). Glutation je prisutan u vecoj
koli€ini u citoplazmi, jedru i mitohondijama gde predstavlja glavnu antioksidansnu komponentu.
S obzirom da se GSH sintetiSe u citoplazmi aktivnos¢u glutamat-cistein ligaze i glutation
sintetaze, da bi dospeo u mitohondriju potrebno je da se transportuje kroz njenu memmbranu.
Postoje dva mitohondrijalna antiport proteinska nosa¢a koja mogu da obave ovu funkciju
(dikarboksilatni proteinski nosac i 2-oksoglutaratni proteinski nosac). Ovo su potvrdili Shen i sar.
(2005), koji su dokazali da glutation dodat u medijum, vrlo brzo preuzimaju mitohondrije, uprkos

njegovoj visokoj koncentraciji u mitohondrijama.

GSH u jedru odrzava redoks stanje kriti¢nih sulfhidrilnih proteinskih grupa koje su
neophodne za popravku i ekspresiju DNA. Oksidisani glutation se akumulira unutar Celije i
GSH/GSSH odnos je dobar pokazatelj oksidativnog stresa organizma (Nogueira i sar., 2004).
Previsoka koncentracija GSSG moze oksidativno oStetiti mnoge enzimske sisteme. Glavna

protektivna uloga glutationa protiv oksidativnog stresa (Masella i sar., 2005) ogleda se u:

1. Glutation je kofaktor viSe enzima sa detoksifikacionim potencijalom u oksidativnhom stresu,
npr. glutation peroksidaze (GPx), glutation transferaze 1 dr.

2. Glutation ucestvuje u transportu aminokiselina kroz plazma membranu;

3. Glutation direktno neutraliSe hidroksil radikal i singlet kiseonik, detoksikuje vodonik-peroksid
i perokside lipida katalitickom aktivacijom glutationperoksidaze;

4. Glutation je sposoban da regeneriSe vecinu antioksidanasa, vitamine C i E. Sposobnost
glutationa da regeneriSe vecinu vaznih antioksidanasa je povezana sa redoks stanjem

glutationdisulfid-glutation para (GSSG/”GSH) (Pastor i sar., 2000).
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Brojna literatura postoji o ulozi oksidativnog stresa u razvoju hroni¢nih patoloskih stanja i
procesa starenja. Kao rezultat toga, pretpostavlja se da oksidativno oSte¢enje 1 reaktivni
kiseoni¢ni 1 azotovi radikali igraju vaznu ulogu u inicijaciji i/ili razvoju brojnih bolesti,
ukljucujuéi aterosklerozu i kancer (Ames i sar., 1995; Hoeschen, 1997). U farmskih Zivotinja,
oksidativni stres moze biti ukljucen u nekoliko patoloskih stanja, ukljucujuci i stanja koja se
odnose na proizvodne osobine Zivotinja kao i uopste na dobrobit drZzanja jedinki. Na taj nacin, za
uobiCajene bolesti kao Sto su pneumonija (Lauritzen i sar., 2003a) 1 sepsa u svinja (Basu i
Eriksson, 2001) i rekurentna opstrukcija vazduSnih puteva u konja (Deaton i sar., 2004a,b; 2005)

pokazalo se da u svojoj osnovi imaju narusenu redoks ravnotezu.

Oksidativni stres se obi¢no definiSe kao poremecaj ravnoteZe izmedu oksidansa i reduktanta
(antioksidansa) na Celijskom nivou. Oksidativno oSte¢enje kao rezultat jedne takve neravnoteze,
ukljucuje oksidativnu modifikaciju celijskih makromolekula, celijsku smrt apoptozom ili

nekrozom, kao i strukturno oStec¢enje tkiva.

Krv Vitamin C Vitamin E Mokracna kiselina ”.Bivl.i.r.ubin
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I —_— S I
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i Vitamin CH]\!'] | Zn-Cu- t L Katalaza bt A
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. T “fl“ P s ; I\
. ﬁ“}L_ o Mltohondrlja ) '
b 2 : ’—\] - superoksid || '|
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Shema 4. Enzimske i neenzimske komponente antioksidativne odbrane
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Shema 5. Sudbina celije, tkiva i organizma izloZenih oksidativnom stresu

2.4.5. Uticaj oksidativnog stresa u razvoju bolesti kod farmskih Zivotinja

O ulozi oksidativnog stresa u razvoju hroni¢nih patoloskih stanja (Adams i sar., 1983;
Jenkins, 1988; Sies, 1991; Bucala i Cerami, 1992; Finkel, 2003; Pacher i sar., 2007) i procesa
starenja (Harman, 1956; Melov, 2002) postoje brojni literaturni podaci. Pretpostavlja se da
oksidativno oStecenje 1 reaktivni kiseoni¢ni 1 azotovi radikali igraju vaZnu ulogu u inicijaciji 1/ili
razvoju brojnih bolesti, ukljucujuci hipertenziju, diabetes, aterosklerozu i kancer (Zelko i sar.,

2002).

Veliki broj bolesti razli¢itih vrsta domacih Zivotinja, goveda, konja, svinja i ovaca, povezan
je sa stvaranjem ROS i/ili RNS. Naime, oksidativni stres moze biti osnova ostecenja kod vise
patoloskih stanja farmskih Zivotinja, ukljuujuc¢i i ona koja se odnose na izmenu proizvodnih
osobina i dobrobit drzanja Zivotinja. Uloga oksidativnog stresa u razvoju bolesti kod farmskih
Zivotinja prvo je izuCavana, odredivanjem askorbata i azot-oksid radikala (NO’), kod svinja,

goveda i konja. Ustanovljeno je da je narusena redoks ravnoteza podloga za razvoj relativno
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Cestih patoloskih stanja u veterinarskoj medicini, kao §to su pneumonija i sepsa kod svinja i
rekurentna opstrukcija vazdu$nih puteva kod konja (Lykkesfeldt i Svendsen 2007). Prva
istraZivanja na svinjama i govedima su bila sporadi¢na i uglavnom su se odnosila na infektivne
bolesti, kao Sto su: pneumonija (EI Kebir i sar., 2005; Lauritzen i sar., 2003), enteritis (Miller i
sar., 1993), mastitis, endometritis i sepsa. Kod konja su ispitivanja prvo izvodena na trkackim
konjima 1 konjima sa opstrukcijom vazduSnih puteva, ukljuc¢ujuci i rekurentnu opstukciju
vazduSnih puteva (engl. Recurrent Airway Obstruction - RAQO), treningom-izazvane plucne
hemoragije (engl. Exercise Induced Pulmonary Haemorrage - EIPH), fizickim naporom izazvan

oksidativni stres, laminitis, artritis i volvulusa creva.

2.4.5.1. Oksidativni stres u patogenezi bolesti prezivara

Za razliku od svinja koje predstavljaju pogodan model za istraZivanje patofizioloskih
procesa u humanoj medicini, preZivari (goveda, ovce i koze) su tek od nedavno predmet
ispitivanja na polju oksidativnog stresa u veterinarskoj medicini (Celi, 2011). Ispitivanja
oksidativnog statusa kod preZivara deo su sistemskih istraZivanja, koja se u novije vreme izvode
sa ciljem da se pronade odgovor na pitanje zasSto je tranzicioni period najkriticniji deo
proizvodno-reproduktivnog ciklusa prezivara, pre svega visoko mle¢nih krava. Naime, ovaj
period, koji obuhvata tri nedelje pre i tri nedelje posle porodaja karakteriSe se, u manjoj ili vecoj
meri, pojavom gotovo svih patoloskih entiteta (zadrZavanje posteljice, puerperalna pareza,
ketoza, dislokacija siriSta, laminitis, klinicki mastitisi) koji ugroZavaju zdravlje, Zivot i
proizvodne karakteristike prezivara (Drackley, 1999; Contreras i Sordillo, 2011). James K.
Drackley (1999) u svom radu postavlja pitanje zaSto se u ovom relativno kratkom vremenskom
periodu, u odnosu na ostatak laktacionog ciklusa od 305 dana, pojavljuje tako veliki broj
patoloskih stanja. Ispitivanje oksidativnog statusa visoko mle¢nih krava u tranzicionom periodu
je pokazalo da je zajedniCki imenitelj patoloskih stanja u ovom periodu naruSena oksidans-
antioksidans ravnoteZa, tj. pojava oksidativnog stresa (Sgorlon i sar., 2007; Turk i sar., 2008;
Kankofer 1 sar., 2010). Dobro je poznato da se visoko mlecne krave u ovom periodu nalaze u

negativnom bilansu energije zbog toga Sto sve vece energetske potrebe ploda i mlecne Zlezde ne
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mogu biti zadovoljene koli¢inom hrane koju Zivotinja unese. Usled negativnog bilansa energije
dolazi do prestrojavanja energetskog metabolizma 1 posledi¢ne lipomobilizacije telesnih depoa
masti sa ciljem da se zadovolje energetske potrebe ploda i mlecne Zlezde (Mulligan 1 sar., 2006;
Contreras i Sordillo, 2011). U toku lipolize, lipaze masnog tkiva (hormon senzitivne lipaze,
triglicerid lipaze 1 monoacilglicerol lipaze) zapocCinju proces razgradnje triglicerida do glicerola i
neesterifikovanih masnih kiselina (NEFA). Nakon kidanja estarske veze izmedu glicerola i
masnih kiselina u adipocitima, one postaju ,,slobodne* i transportuju se u ekstracelularni prostor,
odakle dospevaju u cirkulaciju. U krvi NEFA u najveem procentu se transportuju vezane za
albumin, mada se manji procenat transportuje u obliku nevezanih monomernih jedinica u
vodenom rastvoru. Slobodne masne kiseline su dobar izvor energije, i obicno se koriste kao
supstrat za proizvodnju ATP u poprecno prugastoj muskulaturi i drugim perifernim tkivima u
kojima postoji deficit glukoze, koja se u velikim koli¢inama troSi u tzv. insulin nezavisnim
tkivima (ploda, mle¢na Zlezda). S obzirom, da je kapacitet jetre u metabolisanju NEFA
ograniCen, u slu¢aju obimne lipomobilizacije, viSak NEFA se preusmerava u pravcu sinteze
ketonskih tela (aceton, aceto-acetat, B-hidroksi butirat). Ovom prilikom visoko mlec¢ne krave, ali
i ovce i koze (mada u manjem stepenu) ulaze u jednu od podvrsta oksidativnog stresa, oznacenu
kao ,,metabolicki* oksidativni stres (Sgorlon i sar., 2007; Dimitrijevi¢ i Borozan, 2008 Celi i sar.,
2010). Naime, usled ,,loSeg kuplovanja“ u toku procesa oksidacije masnih kiselina dugog lanca 1
sinteze ATP u mitohondrijama, dolazi do ,,curenja* elektrona i posledi¢ne pojave oksidativnog
stresa (Lopez-Lluch i sar., 2006). U prilog potvrdi ove hipoteze ide i Cinjenica da je pri
restriktivnoj ishrani, kao i u rasa krava sa manjom mlecnoS¢u (manji nivo energetskog

disbalansa) nivo oksidativnog stresa manji (Weindruch i sar., 2001).

Veca incidenca infektivnih procesa u tranzicionom periodu periodu moze se takode
objasniti pojavom oksidativnog stresa. Naime, imunoglobulini (antitela) su u osnovi proteini, i
kao takvi podloZni oksidativnoj modifikaciji izazvanoj reaktivnim kiseoni¢nim 1 azotnim
vrstama. Slobodni radikali nastali u toku ,oksidativnog praska® (nespecificnog imunskog
odgovora) mogu izmeniti aktivna mesta imunoglobulina. Kratkotrajnim dejstvom niskih
koncentracija slobodnih radikala na molekule imunoglobulina otkrivaju se nova aktivna mesta,
¢ime se povecava polireaktivnost antitela. Ovo je takode jedan od primera ,korisnog* efekta
reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta. Medutim, dugotrajno izlaganje, visokim koncentracijama

ROS/RNS, dovodi do denaturacije funkcionalnih grupa imunoglobulina (epitop) smanjuju¢i na
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taj nacin funkcionalnost imunoglobulina (specificnog imunskog odgovora) i pojave novih
funkcionalnih grupa, ¢ime se objaSnjava auto-antigenska karakteristika imunoglobulina u nekim
slucajevima hroni¢nog oksidativnog stresa (Dimitrov i sar., 2008).

U daljem tekstu prikazan je pregled patoloskih stanja, u kojima je na direktan ili indirektan
nacin, potvrdeno ucesce oksidativnog stresa.

Intenzivna peroksidacija lipida se javlja kod krava u toku porodaja i perioda rane laktacije
(Bernabucci i sar., 2005). Utvrdeno je povecéanje stepena lipidne peroksidacije u eritrocitima
krava sa akutnim mastitisom S$to ukazuje na vezu ove bolesti sa oksidativhim stresom.
ZabeleZeno je i znacajno smanjenje koncentracije askorbata u krvnom serumu i mleku krava sa
akutnim 1 subklinickim mastitisom, izazvanim sa Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae ili E. coli, $to takode ukazuje da slobodni radikali imaju udela u razvoju ovih bolesti
(Weiss i sar., 2004; Kleczkowski i sar., 2005; Ranjan i sar., 2005). 1z ovoga se moze zakljuciti da
povecanje obima peroksidacije eritrocitnih lipida i smanjenje koncentracije askorbata ukazuju na
oksidativni stres kod krava sa akutnim mastitisom.

Na udeo slobodnih radikala na razvoj mastitisa ukazuju 1 rezultati po kojima posle
intramamarne infuzije E. coli ili njenih endotoksina dolazi do znac¢ajnog povecanja koncentracije
nitrita i nitrata u krvnoj plazmi i mleku (Blum i sar., 2000). Takvo stanje se zadrzava i posle
antibiotskog tretmana sa enrofloksacinom, ali se povecanje koncentracije nitrita 1 nitrata u mleku
moZe spreciti aminogvanidinom, koji je specifican inhibitor iNOS (Bouchard 1 sar., 1999), §to
indirektno opet potvrduje hipotezu o uceScu oksidativnog stresa u razvoju ovog patoloskog
stanja.

Tretiranjem krava, kojima su izazvali mastitis intramamarnom infuzijom endotoksina, sa
visokim dozama askorbata ili L-histidina Chaiyotwittayakun i sar., (2002) su ustanovili da
tretman sa askorbatom nema efekat na klinicke simptome ali uti¢e na brze vra¢anje mlecnosti na
stanje pre infekcije.

S obzirom da rezerve vitamina E opadaju kako se telenje priblizava i ostaju niske tokom
prve i1 druge nedelje posle teljenja, na udeo slobodnih radikala u pojavi klinickih mastitisa
ukazuje i podatak da vitamin E (3000 IU) primenjen 10. i 5. dana pre teljenja povecava
baktericidnu sposobnost granulocita (Smith i sar., 1997). Potvrdeno je i da selen, sam ili mnogo

bolje u kombinaciji sa vitaminom E, pojacava baktericidnu sposobnost neutrofilnih granulocita
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(Hogan 1 sar., 1992). Ovi podaci neosporno dokazuju upletenost oksidativnog stresa u razvoju

mastitisa.

Oksidativni stres ima udela i u razvoju pneumonije kod goveda. Tokom infekcija
respiratornog trakta, neutrofilni granulociti se nagomilavaju u plu¢nom tkivu kako bi pomogli
uklanjanje mikroorganizama. Medutim, u nekim slucajevima pneumonije goveda, odgovor
neutrofilnih granulocita postaje preterano jak i zato dovodi do nagomilavanja brojnih produkata
koji ostecuju tkivo. Medu produktima koji sekretuju neutrofilni granulociti su i reaktivni azotovi
meduproizvodi. Jedan od njih je azot-oksid radikal (NO’) koji moduliSe i akutnu i hroni¢nu
zapaljensku reakciju jer je medijator povecane kapilarne propustljivosti, usled koje dolazi do
,curenja” makromolekula iz krvi u tkiva. Uz to, superoksid-anjon radikal (O,") koji nastaje
tokom oksidativnog praska neutrofilnih granulocita, reaguje sa azot-oksid radikalom (NO) i
nastaje peroksinitrit (ONOO") koji izaziva oStecenje tkiva. Utvrdeno je da granulociti izolovani iz
krvi teladi sa bronhopneumonijom proizvode 10 puta vise superoksid-anjon radikala (O,7) i imaju
niZu aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) u krvnoj plazmi u poredenju sa kontrolnom, zdravom
grupom teladi (Ledwozyw 1 Stolarczyk, 1992). Nagomilani superoksid-anjon radikal (O,")
reaguje sa azot-monoksidom (NO), formiraju¢i peroksinitrit-anjon (ONOQO’) koji znacajno
doprinosi obimnoj destrukciji tkiva kod bronhopneumonije. Studija koju su izveli Wessely-
Szponder i saradnici (2004) je pokazala da neutrofilni granulociti izolovani iz krvi bolesnih
Zivotinja proizvode veliku koli¢inu NO' i mijeloperoksidaze, koje kombinovanom aktivnoS$¢u

mogu dovesti do formiranja jednog od markera oStecenja proteina - nitrotirozina.

Kod ovaca i koza, takode je dokazano uceSc¢e oksidativnog stresa u razvoju i komplikaciji
nekih patoloSkih stanja. Graviditetna toksemija predstavlja metabolicki poremecaj koji se
karakteriSe hipoglikemijom i hiperketonemijom i nastaje usled negativnog bilansa energije.
Obicno se javlja u poslednjih Sest nedelja graviditeta, kod pregojenih, gravidnih jedinki koje nose
dva ili viSe ploda. Kao i u slucaju krava u tranzicionom periodu, isti patogenetski mehanizam, tj.
obimna lipomobilizacija i posledi¢no poviSena koncentracija NEFA i ketonskih tela je glavni

razlog pojave oksidativnog stresa u ovaca i koza sa graviditetnom toksemijom (Al-Qudah, 2011).

-----

razvoj i uticaj oksidativnog stresa u patogenezi procesa u domacinu (Saleh, 2008; Ujjwal i Dey,

2010; Dimitrijevi¢ i sar., 2012). Promene izazvane prisustvom parazita u velikoj meri zavisi od
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vrste parazitske infekcije (Dede i sar., 2002). Paraziti su ksenobiotici i zbog te Cinjenice je
logi¢no ocekivati pojavu oksidativnog stresa. Medutim, treba imati u vidu da je evolucija
domacina i parazita tekla uporedo (Dzik, 2005), te je to jedan od osnovnih razloga zaSto je u
nekim slucajevima parazitskih infekcija nivo oksidativnog stresa mnogo manji u odnosu na nivo
nakon primenjene antiparazitske terapije, naime moze se smatrati da su paraziti manje strani za
organizam domacina u odnosu na primenjene antiparazitike. Naravno, mehanizmi razvoja
oksidativnog stresa razlikuju se u svojoj osnovi u ova dva sluc¢aja. Izvor ROS/RNS u slucaju
parazitske infekcije su pre svega neutrofilni granulociti i aktivirani makrofagi, koji ih u svojim
strukturama sintetiSu u cilju eliminacije parazita. Medutim, i paraziti su u toku evolucije razvili
mehanizme koji ih Stite od pogubnog dejstva reaktivnih kiseoni¢nih i1 azotnih vrsta domacina,
mada je njihov antioksidativni kapacitet prilicno limitiran. Oksidativni stres nakon terapije
antiparaziticima nastaje u toku procesa biotransformacije lekova. Naime, u toku vezanih reakcija
biotransformacije lekova, koje se odvijaju na citohromima dolazi do posledi¢nog ,,curenja*
elektrona i pojave reaktivnih kiseoni¢nih i azotovih vrsta. Zbog ovoga vecina autora predlaze da

se u terapijske protokole parazitskih infekcija ukljuce i antioksidansi (Dimitrijevic i sar., 2012).

O uticaju oksidativnog stresa na razvoj bolesnog stanja i antioksidantnoj terapiji koja moze
ponekad da neutraliSe promene izazvane oksidativnim oSte¢enjem postoji na stotine radova.
Medutim, uprkos dobro dokumentovanoj korelaciji izmedu oksidativnog stresa i nekih bolesti
kod Zivotinja i teorijske moguénosti preveniranja i progresije bolesti primenom antioksidansa,
rezultati velikog broja istraZivanja na ljudima su obeshrabrujuci. U velikom broju istraZivanja u
kojima su koriS¢ene tzv. krajnje tacke (engl. end points) za procenu efekta oksidativnog stresa na
organizam domacih Zivotinja (stepen morbiditeta i mortaliteta) primena antioksidativne terapije

nije pruzila zadovoljavajuce rezultate u smislu smanjenja rizika od obolevanja i uginuca.

MozZe se, s punim pravom, re¢i da prava kombinacija antioksidanasa nije joS pronadena,
uprkos obecavaju¢im rezultatima dobijenim kod nekih subpopulacija. Ostaje Cinjenica da su
mehanizmi  klini¢kog poboljSanja zdravstvenog stanja pacijenata, koriS¢enjem mocnih
antioksidanasa, kao Sto su askorbat i inhibitori prekursora NO-, uglavnom nepoznati i ocigledno
podrazumevaju sloZenije nivoe od trenutno poznatih. Takode, ne treba zaboraviti da su se u toku
evolucije aerobni organizmi ,,navikli“ na prisustvo slobodnih radikala. Pojedini slobodni radikali

imaju i pozitivne uloge u sloZenim organizmima (uloga u transmisiji informacija, regulatorne
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uloge, itd). Smatra se, da zbog relativno kratkog poluZivota, slobodni radikali predstavljaju
idealne ,,switch off prekidace®, bitne za regulaciju brojnih, vrlo suptilno regulisanih procesa u
organizmu (Spasojevi¢, 2011). Drugim re€ima, nisu svi slobodni radikali ,,dobri*, ali isto tako,
nisu ni svi antioksidansi ,,dobri*“. Proizvoljna primena antioksidanas, pre svega vitamina, moZze
imati i Stetne posledice po organizam, jer se njihovom primenom remete neki od korisnih efekata

reaktivnih vrsta.

Dakle, neophodna su dalja istrazivanja u ovoj interesantnoj i bitnoj oblasti, jer je stanje sa

ove taCke gledista joS uvek daleko od rutinske preporuke za antioksidantnu terapiju.

2.4.6. Odredivanje parametara oksidativnog stresa i oSte¢enja makromolekula

S obzirom da oksidativni stres nastaje kao posledica naruSene ravnoteze izmedu oksidanasa
i antioksidanasa, metode za kvantifikaciju oksidativnog stresa uglavnom se zasnivaju na
direktnom ili indirektnom merenju oksidanasa, antioksidanasa i/ili proizvoda oksidativhog
oStecenja. Budu¢i da se radi o visoko raktivnim supstancama, kvantitativho odredivanje

oksidanasa i antioksidanasa ¢esto zahteva specijalnu opremu i zna¢ajno iskustvo.

Aktivnost oksidanasa i antioksidanasa moze biti pracena direktno, in sifu, koriS¢enjem
elektron spin rezonancije (ESR), ali ova metoda nije prigodna za rutinske analize. Elektronska
paramagnetna rezonantna (EPR) spektroskopija predstavlja tehniku koja pruza jedinstveni uvid u
biohemijske redoks procese, zahvaljujuci svom kapacitetu da: (I) razlikuje i kvantifikuje razlicite
reaktivne vrste, kao Sto su hidroksil radikal, superoksid, ugljeni¢ni radikali, vodoni¢ni atom, azot-
monoksid, askorbil radikal, melanin i druge; (II) odredi antioksidativne kapacitete razliCitih
jedinjenje, ekstrakata i namirnica; (III) pruzi informacije o drugim vaznim parametrima bioloskih
sistema. Kombinacija EPR spektroskopije i tradicionalnih biohemijskih metoda predstavlja
efikasno orude u ispitivanju mehanizama oboljenja i moguée antioksidativne terapije, pruzZajuci

kompletniji uvid u redoks procese u organizmu (Spasojevi¢, 2010).

Umesto nje, obicno se koriste metode, kao Sto je indirektno merenje oksidanasa upotrebom

fluorescentne boje dihlorfluorescein, jer su relativno jednostavne, mada i relativno nespecifi¢ne
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(Rosenkranz i sar., 1992). Za ovu metodu se prvobitno mislilo da je specifi¢na za H,O,, ali se
danas zna da nekoliko oksidanasa moZe proizvesti fluorescenciju. Boja ulazi u celijju kao
nefluorescirajuci- diacetat, koji se zatim deacetiluje 1 u takvom obliku ne moZze izaci iz Celije.
Reakcija sa  oksidansom rezultira stvaranjem visoko fluoresciraju¢eg  produkta
dihlorofluoresceina, koji moze biti kvantifikovan koriS¢enjem citaCa za intenzitet fluorescencije,
mikroskopom ili proto¢nom citometrijom. Povecana fluorescencija se moze tumaciti kao

povecanje nivoa oksidativnog stresa.

Merenje antioksidanasa moZe se vrs$iti ili odredivanjem ukupnog kapaciteta antioksidanata

ili preciznim odredivanjem pojedina¢nih antioksidanasa.

2.4.6.1. Testovi za odredivanje ukupnog kapaciteta antioksidanasa

Testovi za odredivanje ukupnog kapaciteta antioksidanasa ukljucuju: ukupni antioksidativni
status (TAS), ukupni radikal hvataju¢i antioksidativni parametar (Total Radical-trapping
antioxidant Parameter - TRAP) i gvoZzde redukujuci antioksidantni kapacitet (Ferric Reducing-

Antioxidant Power - FRAP) spektrofotometrijske testove, kao i ciklicnu voltametriju.

Ispitivanje antioksidativnog kapaciteta supstanci DPPH metodom (metoda hvatanja
slobodnih DPPH radikala) je jedna od najceSc¢e koriS¢enih metoda kojom se odreduje sposobnost
hvatanja slobodnih radikala. Ova brza i jednostavna metoda koristi relativno stabilni 2,2-difenil-
pikrilhidrazil radikal, DPPH- radikal. Metoda se zasniva na redukciji alkoholnog rastvora DPPH
radikala u prisustvu antioksidansa ili radikala (R-) pri ¢emu dolazi do stvaranja neradikalnog
oblika DPPH (DPPH-H). S obzirom da DPPH radikal apsorbuje na talasnoj duZini od 517 nm,
njegovim pretvaranjem u neradikalski oblik, nakon reakcije s antioksidansom, dolazi do
smanjenja apsorbance. Smanjenje apsorbance proporcionalno je aktivnosti upotrebljenog

antioksidansa. Iz izmerenih vrednosti apsorbance racuna se procenat redukcije DPPH radikala.

Ispitivanje redukcione sposobnosti supstanci FRAP metodom je jednostavno, to je direktan
test za odredivanje redukcione sposobnosti antioksidansa. Ovom metodom se detektuju promene

u apsorbanci uzorka na talasnoj duZini od 593 nm, a koje nastaju usled formiranja plavo obojenih
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Fe”*-tripiridiltriazin proizvoda. Ovi proizvodi nastaju redukcijom bezbojnih Fe**-jedinjenja usled

otpustanja elektrona od strane antioksidansa.

Specifi¢nija merenja antioksidanasa uklju¢uju ona kojima se odreduje koncentracija
redukovanog GSH i vitamina C, koji predstavljaju verovatno dva najvaZnija antioksidativna
markera, buduc¢i da su sposobni da regeneriSu druge antiokidanse do njihovog aktivnog stanja. Na
taj nacin i promene u ,,mnogo vise rangiranim” lipofilnim antioksidansima, kao $to su vitamin E i
koenzim Q, takode mogu biti izraZzene merenjem GSH i vitamina C (Lykkesfeldt, 2003). Ipak,
promene koncentracije vitamina E i koenzima Q takode se odreduju direktno, kao biomarkeri
oksidativnog stresa. Unutarcelijska koncentracija GSH iznosi 2-8 mM, dok ga u plazmi ima
zanemarljivo malo. Askorbata u krvnoj plazmi ima 20-50 uM a u c¢elijama se njegova
koncentracija izrazava u mM. Specificne metode se zasnivaju na te€noj hromatografiji - HPLC, a
ukljucuju  kvantifikaciju  redoks  parova = GSH/GSH-disulfida (GSH/GSSG) i
askorbat/dehidroaskorbinsku kiselinu za dalju kvantifikaciju redoks statusa, dok je jednostavnija i
manje specificna primena spektrofotometrije. Glavni nedostatak ovog tipa analiza je veci rizik od
autooksidacije posle uzorkovanja materijala, Sto vodi pogresnoj proceni stepena oksidativnog
stresa (Lykkesfeldt, 2002). Smanjen sadrZaj antioksidanasa i smanjen redoks odnos GSH/GSSG

ili askorbat/dehidroaskorbinske kiseline tumaci se kao povecanje oksidativnog stresa.

Odredivanje oksidativnog oStecenje obi¢no je fokusirano na tri glavne vrste

makromolekula: proteina, lipida i DNK.
2.4.6.2. Merenje oksidativnog oStecenja proteina

7Zbog jednostavnosti, metoda kojom se detektuje oksidacija proteina je Cesto koriS¢ena kao
metoda oksidativnog oStecenja. Oksidacija proteina se najceS¢e procenjuje preko tzv. broja
karbonilnih grupa, koje nastaju kao rezultat nespecificne oksidacije aminokiselina slobodnim
radikalima. To su brojni spektrofotometrijski testovi, od kojih je vecina ogranicene osetljivosti.
Ukratko, plazma, serum, homogenat tkiva ili mikrozomalna frakcija reaguje sa 2,4-
dinitrofenilhidrazinom, supstancom koja sa karbonilnim grupama formira hromogen sa visokim
apsorptivitetom (Chevion 1 sar., 2000). Pove¢ana apsorbanca na 370 nm se tumaci kao indikator

povecane oksidacije proteina. Postoje savremenije metode, ELISA (engl. enzyme-linked
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immunosorbent assay) testovi (Buss i sar., 1997), imunohistohemijske metode (Smith i sar.,
1998), Western blot imunoeseji kojim se odreduje broj karbonilnih grupa nakon elektroforetskog
razdvajanja proteina, 2-D gel elektroforeza/imunohemija (Yan i sar., 1998). Kvantitativno
odredivanje specificnih produkata oksidacije aminokiselina, zahteva skupu opremu i njome se
mogu kvantifikovati samo neke od mogucih brojnih oSte¢enja. U uslovima povecane proizvodnje
NO dolazi do nitrovanja slobodnog tirozina i tirozinskih ostatka proteina.

Prisustvo 3-nitrotirozina u molekulu proteina remeti njegovu funkciju, moze da inhibira
vezivanje supstrata za enzim ili da narusi protein-protein interakcije. Povecana koliCina
nitrozilovanog tirozina i proteina pronadena je tokom razvoja inflamatornih, infektivnih i
degenerativnih procesa, kada dolazi do znacajnog povecanja proizvodnje NO 1 razvoja

oksidativnog stresa (Ischiropoulus, 1998).

3-nitrotirotirozin se moze odrediti spektrofotometrijski, i ima karakteristi¢an spektar u
alkalnoj sredini sa maksimumom na 428 nm. Molarni apsorpcioni koeficijent za ovaj derivat na
istoj talasnoj duZini je 4 200 cm'M™ (Riorden i Vallee, 1972). Kombinacija 2D-PAGE, western
blot i masene spektrometrije je tipicna strategija za identifikaciju 3-nitrotirozinski modifikovanih
proteina. Ditirozin se moZe meriti fluorimetrijski u baznoj sredini (pH 9) pojavom

karakteristi¢nog pika na 410 nm (MacMillan-Crow i sar., 1998).

2.4.6.3. Merenje oksidativnog oStecenja lipida

Oksidacija lipida se moZe odrediti na viSe nacina, ali se istiCu dve grupe testova,
odredivanje malondialdehida (MDA) i izoprostan testovi. Cesto se, kao mera peroksidacije lipida
koristi MDA i 4-hidroksi-nonenal (4-HNE), kao krajnji produkt njihove oksidacije. Budu¢i da
ovaj test ukljucCuje derivatizaciju MDA, sa tiobarbiturnom kiselinom, posle c¢ega sledi
spektrofotometrijsko odredivanje (Esterbauer i Zollner, 1989), Cesto se naziva testom
tiobarbiturne reaktivne vrste (Thiobarbituric Acid Reactive Substances, TBARS). Testovi za
MDA su kritikovani zbog niske specifi¢nosti 1 formiranja artefakta, s obzirom da se meri samo
deo in vivo nastalog MDA. Pored toga, postupak derivatizacije TBARS, sam po sebi, vodi

stvaranju nekoliko MDA nesrodnih UV apsorbujuéih i fluorescirajué¢ih vrsta. Sta vise, MDA
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moze biti stvoren in vivo na viSe nacina, ukljuujuc¢i i oksidaciju lipida. Uprkos ovim
¢injenicama, ova metoda ostaje kao jedan od najkorisnijih i naj¢eS¢e upotrebljavanih za merenje
oksidativnog oStecenja, uglavnom zbog jednostavnosti. Mnogo osetljiviji postupak (TBARS)
kvantifikuje samo izvorni MDA-TBA, proizvod, koris¢enjem HPLC ili merenjem MDA,
direktno bez derivatizacije (Lykkesfeldt, 2001). U stvari, MDA test se pokazao kao jedan od
boljih pokazatelja oksidativnog oStecenja i Cesto odlicno korelira sa drugim markerima, kao Sto
su izoprostani, koji se smatraju najpouzdanijim markerom oksidacije lipida (Morrow, 2000).
Medutim, za odredivanje izoprostana neophodna je oprema za masenu spektrometriju, Sto limitira
koriS¢enje izoprostana kao skrining markera, ali su od nedavno dostupni i komercijalni ELISA

testovi za izoprostan.

2.5. SUPEROKSID DIZMUTAZE

Superoksid dizmutaze (SOD, EC 1.15.1.1) su metalo-enzimi koji igraju klju¢nu ulogu u
metabolizmu O,", jer spreavaju inicijaciju lan¢ane reakcije oksidacije, koju ovaj anjon pokrece,
a koja za krajnji ishod ima znacajna ostecenja biomolekula (Voet i Voet, 1995; Miller, 2004). Na
taj nacin, SOD sprecavaju formiranje niza vrlo Stetnih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, u koje
spadaju vodonik peroksid, peroksinitrati (ONO;") i hidroksil radikal (HO) (Miller, 2012).
Aerobni metabolizam obezbeduje 18 puta viSe energije po molekulu glukoze u odnosu na
anaerobnu glikolizu, ¢ime je omoguceno razvijanje velikih i sloZenih organizama tokom
evolucije (Michiels, 1994). Prema tome, sposobnost da se koristi O, predstavlja presudnu
evolucijsku prednost. Danas, medutim, ¢ak i uz prisustvo viSestrukih SOD i brojnih potpornih
antioksidativnih sistema, nasi Zivoti su i dalje limitirani zbog neumitne Stete koju izazivaju
ROS/RNS, nastali kao sporedni, neZeljeni proizvodi u toku aerobnih metabolickih procesa

(Miller, 2012).

Sposobnost da se prezivi u atmosferi sa O, je ogranicavajuc¢i kriterijum selekcije, tako da je
vrlo malo organizama, koji ne sadrze SOD, uspelo da prezivi tranziciju od redukujuc¢e do

oksidiSuc¢e okoline, koju je pre 2,4 milijarde godina izazvala evolucija oksigene fotosinteze

59



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

(Blakenship, 2010). Do razvoja SOD-a dolazi u tri razli¢ita navrata pod pritiskom evolucije da se
razvije zaStita od superoksida. Jedan od ovih enzima je toliko prastar i znaajan da ga moZemo
na¢i u svim oblicima Zivota, Sto pokazuje da je nastao jo§ pre diferencijacije eubakterija iz
archaea. To znaci da je enzim, koji nas odrZava mladim, bio prisutan tokom veceg dela evolucije

Zivota (Miller, 2012).

Najprimitivniji oblici SOD-a koriste Fe, Sto je u skladu sa shvatanjem da u redukujucoj
sredini, kakva se smatra da je ona bila u vreme nastanka Zivota, Fe preovladuje i da je bilo lako
dostupno. Medutim, savremeniji organizmi koriste jednu verziju ovog enzima kome je radi
aktivnosti potrebno prisustvo Mn, Sto je u skladu sa ¢injenicom da se sa rastom nivoa O; u
atmosferi bio-dostupnost Fe smanjuje, a njegova toksi¢nost povecava. To znaci da su promene u
neorganskom sastavu okoline izgleda podstakle promene u organskim sistemima, a time i

evoluciju SOD-a (Shema 6) (Miller, 2003).

Ime SOD oznacava ne jedan, vec tri razli€ita enzima. Sva tri su stekla ime zahvaljujuci
svojoj sposobnosti da konvertuju dva molekula superoksid anjon radikala, pri ¢emu nastaje jedan
molekul kisenika (dioksigen) i jedan molekul vodonik peroksida, uz utro$ak dva ekvivalenta H'.
Jedna od pripadnika SOD familije koristi Ni jon, a druga, Cu jon zajedno sa jonom Zn, da bi
mogle da izvrSe gore pomenutu reakciju neutralizacije superoksid anjona. Trec¢a familija
obuhvata enzime koji koriste Mn ili Fe, kao 1 enzime koji mogu da koriste oba ova metala kao
deo katalitickog centra. RazliCite familije SOD-a razlikuju se ne samo po metalnom jonu koji
pospesuje aktivnost, ve¢ 1 po proteinskom sastavu i organizaciji (Shema 8 i 9) (Potter i Valentine,

2003; Wuerges i sar., 2004; Herbst i sar., 2009).

2.5.1. Otkrice superoksid dizmutaze

Hipoteza da se kiseoni¢ni radikali formiraju tokom aerobnog metabolizma, i da imaju
toksiéni efekat na Zive sisteme, je daleko od nove. Cetrdesetih godina proslog veka, Leonor
Michaelis (najvise poznat kao osnivac¢ enzimske kinetike) pretpostavio je da se u toku respiracije
deSava joS jedan elektonski dogadaj. Takode, vezu izmedu dejstva radijacije, tokom koje se
stvaraju ROS, 1 mehanizma hiperbari¢ne toksi¢nosti kiseonika, bila je dobro uocena joS§ od strane

radijacionih biologa posle II Svetskog rata. Medutim, prelomni trenutak koji oznacava pocetak
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modernog doba u proucavanju toksi¢nosti kiseonika bio je otkri¢e enzima superoksid dizmutaze,
od strane McCord-a i Fridovich-a 1969. Ovo otkri¢e imalo je duboke posledice na razvoj
biohemije i toksikologije, koje je teSko bilo predvideti na samom pocetku. To je dobar primer

uticaja neocekivanog rezultata istraZzivanja, vodenog jednostavnom radoznalosc¢u istrazivaca.

Cu,ZnSOD

Fungi

Cu,Zn50D

Animals

Mitochondrion

Protists

Bacteria &

Shema 6. Distribucija SOD enzima u ¢elijama i evolutivnom stablu Zivota. Razli¢ite boje ukazuju na
razlic¢ite familije SOD enzima: narandZasta za Fe SOD, ljubicasta za Mn SOD, plava za Cu,Zn SOD i
zelena za Ni SOD. Broj zvezda ukazuje na broj monomernih jedinica koje obrazuju enzim (prikazano
samo u Celijama, ali ne i u evolutivnom stablu Zivota).(Ljubazno$¢u Dr Anne-Francis Miller)

Prica o superoksid dizmutazi po€inje sa radovima Horecker-a i Heppel-a (1949) na ksantin-
oksidazi, kasnih Cetrdesetih godina proslog veka. Purinski nukleozidi, adenozin i guanozin,
kataboliSu se metabolickim putevima koji se preplicu. Adenozin se metaboliSe do hipoksantina a

guanozin do ksantina. Obe purinske baze metaboliSu se do mokra¢ne kiseline: hipoksantin u dva
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koraka, a ksantin u jednom. Samo jedan enzim, ksantin-oksidaza, katalizuje oksidaciju
hipoksantina do ksantina, a zatim ksantina do mokracne kiseline.

Ksantin oksidaza je flavoenzim koji sadrzi molibden i 4 gvoZzde-sulfat centra.
Transformacija hipoksantina do ksantina je stehiometrijska hidroksilacija, nakon koje sledi

tautomerizacija produkta od enola do keto oblika, po jednacini koja izgleda ovako:

Hipoksantin + H,O + O,—Hipoksantin-OH + H,0,

I zaista, vodonik-peroksid se stvara u ksantin/ksantin-oksidaza/O, ili hipoksantin/ksantin
oksidaza/O, sistemima. Osim kiseonika, do produkcije vodonik-peroksida mogu dovesti i drugi
oksidanti, kao $to su: NADP" (ksantin dehidrogenazna aktivnost) i organska nitro jedinjenja. Ovi
alternativni oksidanti se u reakciji, naravno, redukuju. Tokom 1949, Horecker i Heppel, su
istrazivali sposobnost ksantin/ksantin oksidaza sistema da redukuju ovakve alternativne supstrate,
i otkrili su da se gvozde u oksidisanom citohromu c redukuje iz feri u fero oblik. Ali feri citohrom
¢ nije mogao da zameni kiseonik u reakciji, tako da redukcija nije mogla biti prosta redoks
reakcija izmedu citohroma c i ksantina. Ocigledno, ksantin/ksantin oksidaza sistem je stvarao
jedan neidentifikovani redukuju¢i agens, koji je bio sposoban da redukuje citohrom c.
Postavljeno je pitanje, Sta bi to moglo biti? Smatrali su da bi jedno od mogucih objasnjenja moglo
biti da je reduktant bio produkt redukcije kiseonika. Kaplan i saradnici su proucavali ovaj
problem i pretpostavili da ,,enzimski-vezan H,O, moZe da deluje kao reduktant®. Naravno, to je
bilo u suprotnosti sa uobicajenim hemijskim pravilima, po kojima bi vodonik-peroksid bio

redukujuci agens.

Ranih Sezdesetih godina proslog veka Irwin Fridovich sa Duke Univeziteta iz Severne
Karoline (SAD), obratio je paznju na ovaj nereSen problem. Naime, njegovu paznju su privukli
kontradiktorni izveStaji u radovima o sposobnosti citohroma ¢ da prihvati elektrone poreklom od
ksantin/ksantin oksidaza sistema. Fridovich je pretpostavio da neponovljivost rezultata mozZe biti
uslovljena razlikama u Cisto¢i preparata citohroma c koji su koristile razlicite istrazivacke grupe.
On je pretpostavio da je u nekim uzorcima prisutan inhibitor reakcije. I zaista, otkriveno je da
mioglobin i1 karbo-anhidraza (eritrocitni proteini, koji mogu u znatnoj meri da kontaminiraju
uzorke citohroma ¢ poreklom iz srca konja) inhibiraju redukciju citohroma c. Kako bi se mogla

objasniti sposobnost ovih proteina da deluju kao inhibitori? Mozda oni mogu da inhibiraju
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interakciju citohroma c sa ksantin-oksidazom, vezivanjem za nju, ali nije bilo dokaza da takva
protein-protein interakcija postoji. I kako je moguce da feri hemo-grupa citohroma c, smestena
duboko unutar proteina, moZe da napravi kontakt sa aktivnom mestom ksantin oksidaze? Sva ova

zapaZzanja predstavljala su zagonetku!

Fridovich i Handler (1962) su pretpostavili da produkt ksantin/ksantin oksidaza/O, sistema,
koji posreduje redukciju citohroma c, moze biti produkt redukcije sa jednim elektronom
molekulskog kiseonik (O,), i da je to superoksid-anjon radikal pre nego vodonik-peroksid. Za
superoksid-anjon radikal se znalo da je produkt radiolize aerisanog vodenog rastvora. Ali se
Cinila ekstravagantnom ideja da enzimskom reakcijom moZe nastati superoksid-anjon radikal,
nestabilan slobodni radikal povezan sa procesima radiolize. Fridovich i Handler (1962) su

postavili hipotezu da je enzimski posredovano stvaranje superoksida ukljuceno u ovu pojavu.

Joe McCord i Irwin Fridovich (1968) su poceli da proucavaju vezivanje karbon-anhidraze
sa ksantin-oksidazom, misle¢i da ovo vezivanje mora biti uzrok inhibitornog dejstva ksantin
oksidaze. Kada ovi pokuSaji nisu urodili plodom, shvatili su da ,,stvarni“ inhibitor nije ni
mioglobin ni karbo-anhidraza, ve¢ pre neki drugi eritrocitni protein, koji kontaminira sve uzorke,
ukljucujuéi citohrom c. Test za ovaj ,,misteriozni* inhibitor, naravno, bio je pri ruci: inhibicija
ksantin/ksantin-oksidazom katalizovane redukcije citohroma c, pa su se pomenuti autori vratili
nazad na originalni sirovi uzorak (eritrocite) i precistili ith. Dokazano je da se inhibitorni faktor
moze razdvojiti od ostalih proteina hromatografski. Za ovu ,,aktivnost* dokazano je da ne pripada
proteinima za koje se sumnjalo da se vezuju za ksantin-oksidazu, ve¢ da poti¢e od materije
prisutne u tragovima, ali izuzetne moc¢i. TraZeni protein bio je zna€ajno otporan na inaktivaciju i
na denaturaciju organskim rastvaracima (hloroform-etanol) kojima su se odstranjivali nezeljeni
proteini u sirovom uzorku preparata. Precipitacija sa hladnim acetonom, a zatim
jonoizmenjivacka hromatografija, dovele su do otkri¢a plavo-zelenog enzim - proteina, koga su
nazvali superoksid-dizmutaza (,,dizmutacija” se odnosi na redox reakciju jedinjenja sa samim
sobom). Oni su oznalili enzim kao ,hemokuprein®, bakar-sadrzavaju¢i protein, nepoznate
funkcije, koji je ve¢ bio izolovan iz eritrocita 30 godina ranije (McCord i Fridovich, 1969). 1

zaista, protein je izolovan, nezavisno i od strane drugih istraZivaca, iz jetre i mozga.

Identifikacija enzimske aktivnosti ,,hemokupreina® kao superoksid-dizmutaze, bila je,

naravno, ne kraj ve¢ pocetak jos uvek aktuelne ,romanse® izmedu oksidanata/antioksidanata i
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biohemije. Ovo je neobican primer u biohemiji, zbog toga, Sto ne samo da je otkriven vrlo bitan
enzim, ve¢ 1 zbog istovremenog prepoznavanja bioloSkog znacaja njegovog supstrata,
superoksid-anjon radikala. U stvari, ovo je bio prvi dokaz da hemija slobodnih radikala ima

vaznu ulogu u biohemiji, dokazuju¢i Michaelis-ovo ranije predvidanje.

2.5.2. Izvori superoksid-anjon radikala i mehanizmi njegovog delovanja

2.5.2.1. Hemijski izvori superoksid anjon radikala

Da bi neki test mogao da se izvede neophodno je da postoji supstrat. Kalijum-superoksid
(KO,) je dugo poznat kao ¢vrsto jedinjenje, koje nastaje sagorevanjem kalijuma na visokim
temperaturama. Njegovim rastvaranjem u vodi dobijaju se vodonik-peroksid i1 kiseonik, prema

sledec¢oj jednacini, koju je determinisao Harcourt, jo§ 1861. godine (20, + 2H" — O, + H,0,).

Otkrice (Neuman, 1934) da KO, poseduje paramagnetna svojstva (tj. poseduje magnetni

moment), ukazivalo je da njegova struktura treba da se predstavi kao so, K*i O,".

Kinetika razlaganja superoksid-anjon radikala ispitivana je radiolizom vodenog rastvora,
ranih 1960 (Schwartz, 1981). Tako je ustanovljeno da je ona zavisna od pH vrednosti (to je
posledica svojstva konjugovane kiseline, perhidroksil-radikala, ¢ija se jaina moZe uporediti sa
ja¢inom koju poseduje siréetna kiselina) (HO, <> O,” + H  pK, = 4,8). Usled elektrostati¢kog

odbijanja anjona, reakcija dizmutacije je vrlo spora u pocetku. Reakcija se odvija brze pri pKa.

2HO, — 0, + H,0, Kk, =8 x 10° M sec™
HOZ. + 02‘- +H — 02 + H202 k2 ~8x 107 1\/[-1 SGC-1
20, + 2H" — 0, + H,0, k, <03 M sec’!

Stabilan rastvor koji sadrZi superoksid-anjon moze se pripremiti u anhidridnim uslovima, s

obzirom da reakcija dizmutacije zahteva H". McCord i Fridovich (1969) su koristili elektroliticku
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redukciju O, u dimetilformamidu. Potom je rastvor dimetilformamida uveden u ispitivani rastvor.
Danas je uobicajeno da se superoksid-anjon generiSe u enzimskim testovima (ksantin/ksantin-
oksidazom) ili fotohemijskim procesima. Prosvetljavanje razli¢itih boja (riboflavin, metilensko
plavo i sl.) u prisustvu tetrametiletilendiamin (TEMED) generiSe superoksid-anjon radikal.
Mehanizam ovog procesa verovatno ukljucuje fotoekscitaciju boje, transfer elektrona od
TEMED, i zatim redukciju kiseonika redukovanom bojom. Riboflavin i TEMED, takode, mogu

da se koriste kao sistem za generaciju radikala.

2.5.2.2. Bioloski izvori superoksid-anjon radikala

Da li se superoksid formira u bioloSkim sistemima? Prisustvo enzima sposobnog da deluje
na ovaj radikal vodi zakljucku da supstrat takode mora biti prisutan. Direktan dokaz za formiranje
superoksida teZe je dobiti, s obzirom na njegov vrlo kratak poluZivot, posebno u prisustvu

enzima. Ipak, treba rec¢i da postoje jasni dokazi o stvaranju superoksida u bioloskim sistemima.

1. Kada se mikrozomi ili membrane mitohondrija izloZe dejstvu kiseonika, u prisustvu
izvora elektrona u obliku NAD(P)H (Nishikawa i sar., 2000; Gonzalez, 2005; Ceriello i
sar., 2009). Ovakvo stvaranje superoksida moZe se dokazati tehnikama kao Sto su
elektron-paramagnetska rezonanca (EPR), spin-trapping-om i redukcijom citohroma c
(Spasojevi¢, 2011).

2. Biljni hloroplasti sakupljaju suncevu energiju u cilju stvaranja NADPH redukujucih
ekvivalenta, koji se onda koriste za reduktivnu sintezu ugljenih hidrata od ugljen-
dioksida. Asada 1 sar., (1974) su dokazali da hloroplasti generiSu superoksid anjon pri
izlaganju svetlosti, ocigledno autooksidacijom (oksidacija molekularnog kiseonika)
komponenti fotosistema I, ukljucujuéi i moc¢an reduktant feredoksin (Asada, 1992; Pilon i
sar., 2011).

3. ,,Oksidativni prasak® neutrofila 1 makrofaga je specijalizovani enzimski sistem za
generaciju superoksida i drugih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, u cilju uniStavanja stranih
¢elija (npr. bakterija, parazita, virusa) (Hyslop i sar., 1995; Schwarz, 1996; Dimitrijevi¢ i

sar., 2012).
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4. Agensi sa sposobnoscu redoks-kruZenja su hemijska jedinjenja koja podlezu enzimskoj
redukciji jednim-elektronom, tokom koje nastaje prolazni radikal. Posledi¢na reoksidacija
ovog radikala kiseonikom, generiSe O, . Reaktivne kiseoni¢ne vrste su primarno
odgovorne za toksi¢nost redoks-kruzec¢ih agenasa (Guengerich, 2008). Dobro poznati
primer agenasa sa ovakvim svojstvima su parakvat, naftohinoni, kao i juglon (poreklom iz

oraha).

2.5.3. Mehanizam toksi¢nosti superoksid anjon radikala

O toksi¢nom uticaju superoksid-anjon radikala na Zive sisteme najbolje govori ¢injenica da
mutanti voéne musSice (mutacije koje dovode do zamene odredenih aminokiselina drugim —
lizina-96 sa serinom-96) imaju za 50% manju aktivnost superoksid dismutaze (Staveley i sar.,
1991; Orr i Sohal, 1994). Ovi mutanti imaju, zbog toga, krac¢i Zivotni vek. Takode, inhibicija
SOD akonitazom i posledice koje iz toga proizilaze ukazuje na toksi¢nost superoksid-anjon
radikala. Ali jo§ ostaju sporna pitanja: ZasSto je superoksid toksican? Koja je hemijska osnova

uocCenih Stetnih biohemijskih efekata?

Interesantno je to Sto superoksid-anjon nije posebno reaktivan. Superoksid anjon je kao i
vecina drugih reaktivnih vrsta nestabilan 1 njegov poluZivot iznosi svega nekoliko minuta.
Medutim, promene koje on izaziva reagujuci sa biomolekulima mogu trajati godinama, tako da je
u novije vreme u nauku uveden pojam ,metabolicke memorije”, koji upravo objaSnjava
dugorocCne, Stetne biohemijske efekte koje ovaj anjon izaziva. Naime, unutar ¢elije postoje brojni
biomolekuli (nukleinske kiseline, proteini, lipidi/lipoproteini) na koje mogu delovati superoksid
anjon radikal i druge reaktivne vrste pri ¢emu nastaju nove reaktivne vrste sa duzim poluzivotom.
Jednom izmenjeni, dejstvom ROS/RNS, ovi target biomolekuli ispoljavaju izmenjenu funkciju u

¢eliji tokom duZeg vremenskog perioda (Ceriello i sar., 2009).

Superoksid anjon radikal moze da deluje kao redukujuéi ili oksiduju¢i agens (oksidacija
epinefrina, askorbata, kateholamina i dr.) a moZe da podstakne i1 lan¢anu reakciju autooksidacije
(Voet and Voet, 1995). Oksidacija fero gvozda (4Fe-4S) u katalitickom centru enzima o,f3-
dihidroksi dehidratazi i akonitazi dovodi do gubitka funkcije ovih enzima. Kao nukleofil,

superoksid reaguje sa alkil-halidima, pri ¢emu nastaju peroksidi, a u reakciji sa disulfidima
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formira sulfonsku i sulfinsku kiselinu. Reakcije ovog tipa ne podrZavaju teoriju da je superoksid
hemijski agens koji dovodi do oksidativnog stresa. S druge strane, izvori superoksida su takode i
izvori vodonik-peroksida, koji moze da difunduje kroz ¢elijske membrane (Ceriello i sar., 2009),
preko dizmutacije superoksid-anjon radikala, i viSe paznje je privukla upravo interakcija ovih
redukovanih oblika kiseonika. Prema Haber-Weiss reakciji, u kojoj redukcijom sa jednim
elektronom superoksid anjon radikala, formira vrlo reaktivan hidroksil radikal (O, + H,O, + H*
— 02 +H,0 + OH). Medutim, pulsna radioliza je pokazala da se ova navodna reakcija ne deSava
u znatnom stepenu. Druga mogucénost je da se odigra metalom — katalizovana redukcija vodonik

peroksida, po jednacini:
0, + Me™ — 0, + Me"™ D+
Me" Y + H,0, — Me™ +OH + OH'

U ovoj tzv. metal-katalizovanoj Haber-Weiss-ovoj reakciji, metalni jon (npr. Fe**) redukuje
vodonik peroksid, pri ¢emu je ovde superoksid redukujuci agens. U stvari, u drugom delu ove
reakcije, redukcija vodonik-peroksida fero jonom je od posebnog znacaja. Davne 1893., engleski
hemicar Henry Fenton (Joseph i Mannervik, 2006) je dokazao da fero gvozde sa vodonik
peroksidom oksiduje tartarnu kiselinu do dihidroksimaleinske kiseline. Fenton je kasnije proSirio
primenu ovog oksidujueg sistema i razvio nekoliko korisnih postupaka za sintezu ugljenih
hidrata. Moguce uceS¢e hidroksilnog radikala u mehanizmu Fentonove reakcije po prvi put je
uoCena 40-ih godina proSlog veka. Biohemijski znacaj produkcije hidroksilnog radikala tzv.
Fentonovom hemijskom reakcijom je sporna, s obzirom da fero jon verovatno nije prisutan u
velikoj koncentraciji u Zivim sistemima. Medutim, ne treba zaboraviti da je superoksid-anjon u
stanju da dovede do oslobadanja fero jona iz (4Fe-4S) centra nekih enzima, §to ne iskljucuje

mogucnost gore navedenog fenomena (Liochev 1 Fridovich, 1994).

Alternativna hipoteza o ulozi superoksid-dismutaze je predloZena od strane Christine
Winterbourn (1993). Po ovoj hipotezi, kiseonik deluje kao krajnji skuplja¢ vecine celijskih
radikala, preko delovanja redukovanog glutationa (GSH). GSH uklanja radikale redukcijom (R +
GSH — RH + GS). Proizvod ove reakcije, tiol-radikal, moZe sam po sebi da nastavi da oStecuje

biomolekule, ali se brzo uklanja drugim molekulom glutation anjona [GS + GS™ — GSSG)].
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Ova reakcija je izvodljiva, s obzirom da pKa glutationa (8,8) dozvoljava da velika koncentracija

anjona postoji pri neutralnoj pH vrednosti, i pulsna radioliza je pokazala da je ova reakcija brza.

S druge strane, GSSG™ brzo i ireverzibilno, redukuje kiseonik do superoksida [(GSSG)™ +
0, —» GSSG + 0, .

Glutation-disulfid se redukuje sa NADPH i flavoenzim glutation-reduktazom (GSSG +
NADPH — 2GSH + NADP"), dok se superoksid detoksifikuje superoksid dizmutazom i
katalazama (20, + 2H+ — O, + H,0,; 2 H,0, — 2H,0 + O,). Na osnovu ovoga, moze se
zakljuciti da superoksid-anjon radikal predstavlja neku vrstu kolektivnog jona (sudopere-slivnika)
za vecinu, ako ne i za sve Celijske radikale, s obzirom da se svi radikali na kraju prevode u njega.
Kombinovanim sadejstvom SOD i katalaze razloze se slobodni radikali. Na ovaj nacin, moze se
re¢i da celija koristi glutation kao opSti molekul za ,,popravku® svih oSte¢enja izazvanih
radikalima, 1 da se svi putevi popravke zavrSavaju stvaranjem superoksid-anjon radikala

(Winterbourn, 1993).

U odsustvu superoksid-dismutaze, stvoreni superoksid-anjon radikal dovodi ¢eliju u stanje
oksidativnog stresa. Sposobnost superoksid-anjon radikala da pokrene lanCanu reakciju stvaranja
slobodnih radikala znaci da jedan molekul superoksida moze da izazove stvaranje velikog broja

molekula vodonik-peroksida (Voet and Voet, 1995).

2.5.4. Struktura superoksid dizmutaze, njeni oblici i distribucija

Na osnovu vrste metala prisutnom u katalitickom centru razlikuju se tri klase superoksid-
dismutaza: Cu,Zn SOD, Mn ili Fe SOD i Ni SOD. Mada se one potpuno razlikuju po svojoj
proteinskoj strukturi i vrsti metalnog jona koji sadrZe, njihova evolucija u cilju borbe sa
superoksid anjon radikalom, dovela je do toga imaju i neke zajednicke ali i razli¢ite odlike
(Miller, 2004). Najpre se mislilo da je Cu,Zn-SOD enzim iskljucivo prisutan u eukariotskim
¢elijama, a onda je njegovo prisustvo dokazano i u bakterijskim vrstama (Caulobacter

crescentus, Brucella abortus, Legionella pneumophila, E. coli).

Mn i Fe SOD su homologe, kako u pogledu aminokiselinske sekvence tako i strukture, a i

vode poreklo od istog pretka. Mn SOD je pronadena u bakterijama i mitohondrijama eukariotskih
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¢elija. Ovakva distribucija podrzava trenutno, opSte prihvacenu, teoriju da mitohondrije vode
poreklo od prokariotskih ¢elija koje su ,,usle” u progenitorsku eukariotsku celiju 1 sa njom
uspostavile simbiotske odnose. Fe SOD je pronadena u bakterijama i u nekoliko familija visih
biljaka, kao Sto je Ginko biloba. Kod vecine drugih zelenih biljaka, hloroplasti sadrze Cu,Zn
SOD a mitohondrije Mn SOD (Pilon i sar., 2011).

Prakti¢no svi organizmi tolerantni prema kiseoniku poseduju neki od oblika SOD, Sto je i
ocekivano ako se uzme u obzir toksi¢nost redukovanih vrsta kiseonika koje su neizbezna
posledica aerobnog Zivota. Medutim, neke uocene nelogi¢nosti, treba tek rasvetliti. Na primer,
bakterija Lactobacillus plantarum je izgleda zamenila akumulaciju visokih doza Mn(II), koji ima
vrlo slabu superoksid-dismutaznu aktivnost, sintezom SOD enzima. Bez obzira na ovu ¢injenicu,
jaka veza izmedu posedovanja SOD i aerobnog Zivota predstavlja jedan od najjacih dokaza za

ulogu superoksida u medijaciji toksi¢nog efekta kiseonika (Abreu i Cabelli, 2010).

2.5.4.1. Cu,Zn-superoksid dizmutaza (SOD 1)

Eukariotska Cu,Zn-SOD moZe da se izdvoji iz uzoraka tretmanom sa
etanolom/hloroformom, koji danaturiSe i taloZi hemoglobin i druge nezeljene proteine. Cu,Zn-
SOD je rastvorljiva u organskim rastvarac¢ima (dodavanje acetona omogucava taloZenje enzima).
Medutim, i neki drugi enzimi ,,preZivljavaju” ovakav protokol (McCord i Fridovich, 1969). U

cilju daljeg preciS¢avanja se koriste jonoizmenjivacka i gel-filtraciona hromatografija.

Ogledi u kojima je odstranjivan metal i ponovo rekonstituisan pokazali su da je bakarni
jon esencijalan za aktivnost SOD. I zaista, vodeni Cu(ll) je izuzetno efikasan katalizator
dismutacije superoksida, ali slobodan bakarni jon verovatno ne moZe da postoji u ¢eliji. Buduci
da SOD enzim, bez Zn, ima smanjenu ali joS uvek znacajnu aktivnost, jasno je da jon bakra
podleZe enzimskom redoks-kruZenju (iz Cu** u Cu* stanje), dok jon cinka ima sekundarnu ulogu

u procesu dizmutacije superoksida (Culotta i sar., 2006).
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Uz pomo¢ x-zraka, odredena je kristalografska struktura SOD poreklom iz eritrocita
goveda i rekombinantne humane SOD, eksprimirane u Celiji kvasca (Desideri i sar., 1988; Culotta
i sar., 2006). Enzimi su homodimeri koji se sastoje iz 151 (govedi) i 153 (humana) amino
kiselinskih rezidua po subjedinici. Svaka subjedinica sadrzi po jedan jon Cu i Zn. Svaka od
subjedinica ima B-strukturu, saCinjenu od 8 antiparalelnih B-lanaca. Aktivno mesto enzima nalazi
se sa spoljne strane strukture i saCinjeno je od aminokiselina smeStenih u petljama koje povezuju
B-lance. Aktivno mesto je smeSteno na dnu kanala, i formirano je kao molekularni levak, koji
vodi ka Cu jonu koji se nalazi na dnu kanala. Enzim je tako strukturno formiran da deluje kao
neka vrsta molekularnog ,,lasa* za uvlacenje superoksidnih anjona. Mada je neto naelektrisanje
enzima, pri fizioloSkim vrednostima pH negativno (pI oko 5,0), aktivno mesto se nalazi u regiji

sa visokim elektrostatickim potencijalom, $to je rezultat dejstva lizina i arginina i metalnih jona.

Tainer 1 saradnici (1983) su ukazali da ovo ,elektrostatiCko sniZavanje nivoa
podrazljivosti“ vezivanjem superoksidnog anjona doprinosi neobi¢no visokoj Kkatalitickoj
aktivnosti enzima. Konstanta brzine drugog reda, za rekciju superoksida sa enzimom, je
kontrolisana limitom difuzije. Drugim rec¢ima, difuzija superoksida ograniava brzinu reakcije
koja je drugog reda. Ovo znaci da je vecina susreta (sudara) sa supstratom produktivna, mada
aktivno mesto zauzima samo deo zapremine povrSini proteina izloZenoj rastvaracu. Ocigledno,
negativni naboj na povrsini sprecava neproduktive susrete, dok pozitivni potencijal u kanalu
uvlaci supstrat. Medutim, tesko je potpuno razumeti elektrostatiCko okruzZenje proteina, s obzirom
da treba uzeti u obzir interakcije sa rastvaracem 1 suprotnih jona, koji se ne mogu registrovati
(zapaziti) iz x-ray kristalografske strukture (Desideri 1 sar., 1992; Abreu 1 Cabelli, 2010; Miller,
2012).

Bakarni jon je koordinativno vezan u izobli¢enoj kvadratnoj-ravni za N-atom imidazolovog
boénog lanca &etiri razlicite rezidue histidina i dostupan je rastvaradu. Jon cinka (Zn>*) je smesten
duboko unutar proteina, te je nedostupan rastvaracu i priblizno je u tetraedarskoj vezi sa N-
atomom imidazolovog lanca tri histidina 1 jednim atomom kiseonika iz aspartata. Karakteristi¢no
je da jedan molekul histidina povezuje jone bakra i cinka, preko azotovog atoma koji je vezan za
svaki od jona. Nije poznato da i jedan drugi protein ima takav razmestaj metalnih jona. Ovakva
veza zahteva da imidazolov prsten izgubi oba NH-protona, da bi nastao imidazolat anjon, S§to

normalno zahteva ektremno bazne pH vrednosti. Vezivanje prvog jona metala mora da znacajno
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smanjuje pK za drugi n atom, ubrzavaju¢i vezivanje drugog. Ovakvo uredenje enzima je
verovatno od strukturnog i katalitickog znacaja, mada ne treba zaboraviti da jon cinka nije

neophodan za aktivnost (Desideri i sar., 1992; Miller, 2012).

2.5.4.1.1. Predlozeni mehanizam katalitickog dejstva Cu,Zn-SOD

Znacaj arginina-141 je otkriven zahvaljujuci eksperimentima sa mutiranim organizmima
(Golenser i sar., 1998). Naime, zamena arginina lizinom dovodi do redukcije enzimske
aktivnosti, dok zamena arginina neutralnom aminokiselinom dovodi do potpunog gubitka
aktivnosti enzima. Vezivanje superoksid-anjona za Cu® je u skladu sa geometrijom substratnog
kanala, kao §to je ve¢ opisano. U prvoj polovini reakcije, superoksid redukuje Cu®* iz katalitickog
centra u Cu’. Pri tome se raskida koordinativna veza sa imidazolil anjonom. Rezidua histidina
rotira, dozvoljavaju¢i Cu* da dobije povoljniju geometriju i da visoko bazni imidazolil anjon,
osloboden veze od kupri jona, oduzme jedan proton od rastvara¢a. U drugoj polovini reakcije,

drugi jon superoksida vezuje se za bakarni jon, onda ga reoksidira i oduzima proton imidazolu,
vracajuéi enzim u nativno stanje. Nascentni HO, anjon se protonise rastvorom, pri éemu nastaje

vodonik-peroksid (Desideri i sar., 1988; Desideri i sar. 1992).

U krvnoj plazmi sisara je (1982) otkriveno prisustvo jo§ jedne Cu,Zn-SOD. Ona je
oznacena kao ekstracelularna SOD. Ovaj enzim je homotetramer, Cija svaka subjedinica sadrzi
po jedan jon Cu i Zn u aktivnom centru, koji je verovatno organizovan slicno kao kod citosolne
SOD. Medutim, aminokiselinska sekvenca ova dva enzima je vrlo razli¢ita i antitela protiv jedne

ne reaguju sa antitelima protiv druge (antigenski se razlikuju).

2.5.4.2. Mn- i Fe- superoksid dizmutaze

Ovi enzimi su obi¢no dimeri, mada mogu biti i tetrameri. Njihove subjedinice imaju po

oko 190 aminokiselina; i svaka sadrZi jedan metalni jon. Budu¢i da Mn- i Fe- SOD imaju veoma
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sli¢cnu strukturu, verovatno potic¢u od istog prekursora. Njihova tercijarna struktura se razlikuje od
Cu,Zn-SOD. Svaka subjedinica se sastoji od dva domena, jednog koji ima a-helikoidnu strukturu
i drugog koji ima i o i B strukturu. Mn(IIl) jon u oksidisanom enzimu je u gotovo trigonalnoj
bipiramidalnoj vezi sa tri histidina, jednim aspartatom i jednim molekulom vode, u veoma
hidrofobnoj lokalnoj sredini. Uprkos vrlo razli¢itoj tercijarnoj strukturi ovih enzima, u poredenju

sa Cu,Zn-SOD, neke karakteristike su im sli¢ne.

Metalni jon je lociran na kraju kanala koji 1i¢i na levak a pozitivni naboj, koji potice od
lizina 1 arginina rezidua, uvlaci anjon u levak. Metal-specificnost Mn- i Fe- SOD predstavlja
izvanrednu zagonetku. Ni aminokiselinska sekvenca, ni kristalna struktura ne objasnjavaju
razlike koje mogu da objasne specifi¢no vezivanje Mn jednim proteinom a Fe drugim. Stallings i
sar. (1992) pretpostavljaju da ,,inicijalno vezivanje metala moze da se dogodi u delimi¢no

[3

formiranoj strukturi.

Shema 7. Komparativni prikaz strukture i aktivnih mesta Cetiri SOD enzima. (A) Ni-SOD poreklom iz
Streptomyces coelicolor; (B) humana Cu,Zn-SOD; (C) Fe-SOD poreklom iz E. coli; (D) Mn-SOD
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2.5.4.3. Ni - superoksid dizmutaza

Nikl superoksid dizmutaza je tek skoro otkriveni ¢lan familije superoksid dizmutaza (Ni
SOD). Ovaj enzim je izolovan iz velikog broja bakterija pripadnika roda Streptomyces i
cijanobakterija. Analizom je utvrdeno da poseduje heksamernu strukturu sa molekularnom
tezinom od priblizno 80 kDa, pri ¢emu svaka monomerna jedinica sadrzi, u literaturi ozna¢eno
kao ,,nikl-kuka“. Svaki jon nikla je vezan malim peptidnim lancem sa vezuju¢im ligandima koji
se sastoje od dva amida, jednog poreklom od N-terminusa i drugog poreklom od cisteina u
poloZaju 2 u glavnom lancu, dve tiolne grupe, jedne iz cisteina u poloZaju 2 i jedne poreklom iz
cisteina 6, 1 imidazola poreklom od histidina u poloZaju 3. Ovo je prva SOD u kojoj su vezujuci
ligandi niSta drugo nego histidini, aspartati i voda/hidroksidi. Nikl je redoks aktivan ali detalji
mehanizma jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni, velikim delom i zbog toga $to je vrlo tesko

izvesti reakciju izmedu nikla i superoksid anjon radikala (Barondeau i sar., 2004).

S obzirom da je prisustvo Ni-SOD ograni¢eno na svega nekoliko grupa Zivih organizama,
pretpostavlja se da se u evoluciji pojavila posle diferencijacije eukariota i razvoja velikog broja
bakterija. Zbog toga Sto aktivno mesto Ni-SOD obrazuju devet N-terminalnih amino kiselina koje
nisu integralni deo sekundarne i tercijarne strukture, pretpostavlja se da je Ni vezujuce mesto

mozda kasnije dodato na ve¢ postojeci protein formiran od Cetiri heliksa (Miller, 2012).

2.5.5. Mehanizam delovanja superoksid dizmutaze

Postavlje se pitanje zaSto su superoksid dizmutaze uopSte potrebne, s obzirom da je i
nekatalizovana dismutacija brza, €ak i pri neutralnom pH? Kao $to je Fridovich pokazao (1962),
sponatna dizmutacija je reakcija drugog stepena, u odnosu na koncentraciju O, . Nasuprot
ovome, enzimska dizmutacija, koja se pokrece interakcijom molekula O,” sa molekulom enzima,
je reakcija prvog stepena u odnosu na koncentraciju superoksida. Na taj nacin, pri niskim
koncentracijama superoksida, dominira enzimski katalizovana reakcija. Ravnotezno stanje
koncentracije superoksida moze da se odrzava pri mnogo nizim vrednostima u prisustvu enzima.

Ili, reCeno drugim rec¢ima, pri niZim koncentracijama superoksida, ve¢a je mogucnost susreta
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superoksid-anjon radikala i superoksid dizmutaze, u odnosu na mogucnost da se susretne sa

drugim molekulom superoksid radikala (Desideri i sar., 1992).

Sve superoksid-dizmutaze su metaloenzimi. Verovatno najprostije tumacenje mehanizma
enzimske katalize je tzv. ping-pong proces, u kome se metalni centar enzima prvo redukuje a
zatim oksiduje superoksidom, pri ¢emu enzim takode ubrzava transfer protona do superoksid-
anjon radikala. Ovo je trenutno opste prihvacen mehanizam, ali treba imati u vidu da i druge

mogucnosti nisu iskljucene (Abreu i Cabelli, 2010; Miller, 2012).
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2. CILJEVI I ZADACI ISTRAZIVANJA

Na osnovu pregleda literaturnih podataka, postavljena je hipoteza o uticaju intenziteta
parazitske infekcije na parametre oksidativnog stresa kod ovaca. U tu svrhu definisani su sledec¢i

ciljevi ove doktorske disertacije:

e Da se utvrdi vrsta i intenzitet parazitskih infekcija kod sojeva autohtone rase pramenke i

uvezenih rasa ovaca u istom sistemu drZanja

e Da se utvrdi razlika u odgovoru na oksidativni stres kod grupa autohtonih sojeva

pramenke i uvezenih rasa ovaca formiranih prema intenzitetu 1 vrsti parazitske infekcije
e [zvrsi izolovanje ovcije SOD 1 i njena bliza karakterizacija

e Da se ispita uticaj i mehanizam dejstva razli€itih koncentracija i vremena ekspozicije

vodonik-peroksida na SOD 1

Radi ispunjenja postavljenih ciljeva definisani su slede¢i zadaci:

e Klinic¢ki pregled ovaca

e Konvencionalnim parazitoloskim metodama utvrditi vrstu i intenzitet parazitskih infekcija

kod sojeva autohtone rase pramenke i uvezenih rasa ovaca u istom sistemu drZanja

e (drediti parametre oksidativnog stresa u krvnoj plazmi i eritrocitima ispitivanih ovaca
(aktivnost SOD 1 i katalaze, koncentraciju nitrita, malon-dialdehida, karbonilnih i tiolnih

grupa i relativnu distribuciju izoenzima laktat-dehidrogenaze)
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® JIzolovati ov¢iju SOD 1 1 izvrSiti njenu blizu karakterizaciju na osnovu elektroforetske

pokretljivosti u nativnim i denaturiSu¢im uslovima i te€no-masenom spektrometrijom
® IzvrsSiti elektroforetsko razdvajanje izoenzima SOD 1 kod ispitivanih Zivotinja
¢ [zoelektrofokusiranjem odrediti izoelektri¢nu tacku (pI vrednost) SOD 1
e U ogledima in vitro ispitati uticaj vodonik-peroksida na SOD 1

e Elektron paramagnetnom rezonancijom (EPRS) ispitati mehanizam dejstva vodonik-

peroksida na izolovanu ov¢iju SOD 1

e Utvrditi u kojoj meri 1 pod kojim uslovima izoenzimski oblici ovog enzima mogu da
posluZze kao biomarkeri intenziteta parazitskih infekcija. U tu svrhu izvrSiti korelaciju

intenziteta parazitske infekcije 1 izoenzimske raspodele SOD 1
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4. MATERIJAL I METODE RADA

4.1. MATERIJAL

Ispitivanje je izvrSeno na ukupno 300 ovaca (starosti 12 do 18 meseci), i to na sojevima
autohtone rase pramenke (sjenicko-peSterska pramenka, lipska pramenka i vlaska vitoroga
pramenka), koji su obuhvaceni programom ocuvanja animalnih genetickih resursa Republike
Srbije i na uvezenim rasama ovaca (virtemberg, il d frans i Sarole), u poluintenzivnom sistemu
drzanja, u Cetiri podrucja: Sjenicko-peSterska visoravan, juzni Banat, Smederevo — selo Lipe i
Obrenovac. U cilju poredenja ekstenziteta, intenziteta i odgovora organizma domacina na
parazitsku infekciju, sa aspekta oksidativnog stresa, u svakom podrucju ispitivanjem su bile

obuhvacene autohtona i uvezena rasa/soj ovaca, po slede¢oj shemi:

I ispitivano podrucje (Sjenicko-peSterska visoravan) — sjeniCko-peSterska pramenka

(n=50) i virtemberg (n=20).

IT ispitivano podrucje (juzni Banat) — vlaska vitoroga pramenka (n=50) i virtemberg

(n=20).

III ispitivano podruc¢je (Smederevo—selo Lipe) — lipska pramenka (n=50) i virtemberg

(n=20).

IV ispitivano podrucje (Obrenovac) — sjenicko-pesterska pramenka (n=30), il d frans

(n=40) 1 Sarole (n=20).

U okviru svake ispitivane rase/soja, formirana je kontrolna grupa ovaca (n=10), negativnih na

parazitsku infekciju.
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4.1.1. Uzimanje uzoraka krvi i fecesa ovaca

Uzorci fecesa uzimani su pojedinac¢no od svake ovce, direktno iz ampule rektuma, tokom
tri dana, u jutarnjim i vecernjim satima. Uzorci fecesa od svake Zivotinje pakovani su u zasebne,
obelezene plasticne kese i transportovani u ru¢nom frizideru do parazitoloSke laboratorije

Katedre za parazitologiju, Fakulteta veterinarske medicine.

Za, planom rada predvidena biohemijska ispitivanja, krv je uzorkovana punkcijom v.
Jjugularis, u vakuum epruvetama sa heparinom (3.8 % Litijum-natrijum-heparin, Vacuette Vicor,
USA), uz prethodno fiksiranje Zivotinja. Krvna plazma je odvojena od ¢elijskih elemenata krvi
centrifugiranjem na 3000 rpm, 15 minuta. Nakon odvajanja leukocita i trombocita vodenom
vakuum-pumpom, istaloZeni eritrociti su tri puta isprani fizioloSkim rastvorom. Ovako dobijeni

uzorci krvne plazme 1 eritrocita bili su skladiSteni na —200C, do analize.

4.2. METODE

4.2.1. Metode parazitoloSke dijagnostike

Prema postavljenom zadatku, u otkrivanju i determinaciji parazita i njihovih razvojnih
oblika primenjeni su standardni kljucevi parazitoloskih metoda za odredivanje morfoloskih i

morfometrijskih karakteristika parazita (jaja, larvica i/ili adultnih oblika).

KoproloSka dijagnostika je vrSena metodama sedimentacije i flotacije (Kassai, 1999).
Metoda flotacije bazira se na principu da specifi¢no lakSe Cestice suspendovane u te¢nosti sa
vecom specificnom teZinom parazita isplivavaju na povrSinu 1 koncentruju se. Ova tehnika
izvodena je na sledeci nacin: u petrijevu Solju, pre¢nika 10 cm, stavljen je feces u koli¢ini oko 5
gr. Uzimanje materijala vrSeno je sa viSe mesta jednog uzorka. Sa zasi¢enim rastvorom (ZnSQy),
specifi¢ne tezine 1.30 do 1.47 g/cm’, u koli¢ini od 20 ml pravljena je suspenzija, koja je posle

cedenja razlivana u bakterioloske epruvete do vrha, u cilju dobijanja konveksne povrSine tecnosti
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u vidu jednog meniskusa. Za pripremu preparata za pregled fecesa koriS¢ena je varijanta metode

bez upotrebe centrifuge.

Preko epruvete je zatim stavljana pokrovnica, a zatim je epruveta ostavljana u stalku 20-30
minuta da bi se izvrSila flotacija. Posle ovog vremena, paZljivo se skida pokrovnica i stavlja
svojom donjom stranom na predmetnicu i posmatra preparat. Pregled preparata vrSen je pod

mikroskopom, pri uvecanju 7x10 i 7x40 na mikroskopu Reichert.

Metoda sedimentacije, kada se feces suspenduje u vodi, jaja i/ili larvice parazita, ¢e se
taloziti kao teZe od drugih fekalnih partikula u malom prostoru. Time se vrsi koncentracija, a
metoda se radi u konusnim caSama zapremine 1 litar, po opisu postupka Kassai (1999).
Morfoloska i morfometrijska merenja radena su na jajima i larvicama parazita izdvojenih

metodom sedimentacije direktno iz fecesa ili iz koprokulture.

Intenzitet parazitske infekcije odreden je brojanjem parazitskih elemenata (jaja/larvi
helminata i oocisti protozoa) u fecesu (Euzeby, 1982), koriS¢enjem kvantitativne metode po
McMaster-u (modifikacija po Zaji¢ek-u, 1978) 1 izraZen kao srednja vrednost broja parazitskih
elemenata po gramu fecesa. Na osnovu literaturnih podataka (Kassai, 1999) i utvrdenog broja
parazitskih elemenata/gramu fecesa, intenzitet parazitske infekcije je definisan kao blagi, srednji i

visoki.

4.2.2. Metode biohemijskih ispitivanja

Tokom realizacije postavljenih ciljeva i zadataka istraZivanja, za odredivanje pojedinacnih

parametara, koriS¢ene su slede¢e metode:

4.2.2.1. Odredivanje pokazatelja oksidativnog stresa:

1. Ukupna aktivnost Cu,Zn-SOD je odredivana komercijalnim test paketom, WST-1 (Fisher
Scientific Labosi; Elancourt, France). Aktivnost izoenzimskih oblika Cu,Zn—-SOD odredivana je

vertikalnom  elektroforezom na 10% PAGE-gelu, oksidacijom NBT -  nitro-
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tetrazolijumskogplavog (HOEFFER MINI VE, Amersham, LKB, 2117, Bromma, Uppsala
Sweden), po metodi Beuchamp i Fridovich (1971).

2. Aktivnost katalaze (CAT) je odredivana primenom UV-kineticke metode, uz prisustvo H,O,,
na spektrofotometru (CECIL CE 2021 UV/VIS), po metodi Aebi (1984).

3. Koncentracija malon-dialdehida (MDA) je odredivana spektrofotometrijski, u reakciji sa
tiobarbiturnom kiselinom, (CECIL CE 2021 UV/VIS), po metodi Stock i Dormandy (1971).

4. Izoenzimski oblici laktat-dehidrogenaze (LDH;, LDH,, LDH3;, LDH4 i LDHs) su odredivani
vertikalnom elektroforezom na 7,5% PAGE-gelu (HOEFFER MINI VE, Amersham, LKB, 2117,
Bromma, Uppsala Sweden), uz primenu TRIS-glicinskog pufera, po metodi Yoshida i Takakuwa
(1997).

5. Koncentracija nitrita je odredivana u reakciji sa Griess-ovim reagensom, uz Citanje na ELISA
¢itatu na 540 nm (Plate reader, Mod. A1, Nubenco Enterprises, ICN), po metodi Guevara i
saradnika (1998).

4.2.2.2. Odredivanje pokazatelja oksidativnih modifikcija proteina:

1. Odredivanje koncentracije karbonilnih grupa izvrSeno je u reakciji sa 24-
dinitrofenilhidrazinom, spektrofotometrijski, na 365 nm (CECIL CE 2021 UV/VIS) (Levine i
sar., 1990).

2. Odredjivanje koncentracije slobodnih tiolnih grupa, izvrSeno je u reakciji sa Elmanovim

reagensom, spektrofotometrijski, na 412 nm (CECIL CE 2021 UV/VIS) (Ellman, 1959).

4.2.2.3. Karakterizacija SOD 1 iz ov¢ijih eritrocita u ogledima in vitro

SOD 1 izolovana iz ov¢ijih eritrocita tretirana je sa vodonik-peroksidom razlicitih
koncentracija (0,15; 0,30; 1,5; 3,0; 151 30 mM) na 37 OC u vremenskom intervalu od 30, 60, 90 1
180 min. Nakon inkubiranja enzima sa odgovaraju¢om koncentracijom vodonik-peroksida u

pomenutim vremenskim intervalima odredena je aktivnost SOD1 na prethodno opisani nacin.
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4.2.3. Elektroforetsko odredivanje molekulske mase izolovane SOD 1 (SDS-PAGE)

Odredivanje molekulske mase izolovane i liofilizovane SOD1 izvedeno je u denaturiSu¢im
uslovima na 12% SDS-PAGE elektroforetski. Kao markeri molekulskih masa koriSéeni su

standardi proteina u rasponu molekulskih masa od 10 do 170 kDa (Invitrogen, USA) .

4.2.4. Odredivanje molekulske mase i izoelektri¢ne tacke SOD 1 kompjuterskom metodom

Molekulska masa datog enzima i pl vrednost je odredena kompjuterskom metodom
koriS¢enjem kompjuterskog softverskog paketa Discovery Studio Visualizer 3,0, a na osnovu

literaturnih podataka aminokiselinskih sekvenci (Dimitrijevi¢ i sar., 2012).

4.2.5. Odredivanje molekulske mase SOD 1 te¢no-masenom spektralnom analizom

(LC/MS)

LC/MS analize su radene na masenom spektrometru 6210 Time-of-Flight LC-MS system
(Agilent Technologies, Germany). Liofilizovani uzorci ovc¢ije SODI1 su rastvoreni u
bidestilovanoj vodi (4,5 mg/ml) u struji mobilne faze (0,2 % mravlja kiselina u vodi-acetonitril =
50:50) protoka 0,2 mL/min i unoSeni su u maseni spektrometar pomoc¢u Agilent Technologies
1200 Series HPLC instrumenta (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) sa binarnom
pumpom, autosamplerom, kolonskim kompartmentom (sa ZDV c¢elijom umesto kolone) 1 DAD

detektorom.

Maseni spektri su snimani u pozitivnhom modu u slede¢im uslovima: napon kapilare 4000 V,
temperatura gasa 350 °C, protok gasa za suSenje 12 L/min, pritisak nebulajzera 45 psig, napon
fragmentora 200 V, opseg masa 100-3200 m/z. Za sakupljanje i obradu podataka koris¢en je

MassHunter Workstation Software.

4.2.6. Izoelektrofokusiranje izolovane ov¢ije SOD 1 - odredivanje pI

Izoelektri¢na tacka odredena je izolektrofokusiranjem na 4% poliakrilamid gelu koji sadrzi 3%

amfolin u rasponu pH vrednosti od 4-10.
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4.2.7. Elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPRS)

EPR spektroskopija predstavlja metodu kojom se mogu detektovati bioloSke 1 hemijske
vrste sa jednim ili viSe nesparenih elektrona. Za detekciju kratkoZivecih vrsta koristi se metoda
spin-traping, ili kako se kod nas ponekda prevodi spinskih hvataca. Osnova ove metode je da se u
sistem uvede spin-trap (spinski hvatac) koji nema nesparene elektrone. Medutim, u specifi¢noj
hemijskoj reakciji sa kraktoZive¢im slobodnim radikalima nastaje adukt koji je relativno stabilan
(duZina poluZivota se meri u minutama i desetinama minuta), a koji u svojoj stukturi ima
nesparen elektron. Kako EPR signal ovog elektrona zavisi od njegove hemijske okoline, dobijaju
se specifiéni EPR spektri za razlicite adukte, ¢ime je omogucena detekcija slobodnih radikala koji
su ucestvovali u reakciji sa spin-trapom. U retkim slu¢ajevima adukt nije stabilan i biva

transfomisan u adukt drugacije strukture ali zadrzava nesparen elektron.

Spin-trap Slobodni radikal Spinski adukti
o) o)
H3CHZCO>g HSCH2C0>|! .
H,CH,CO . P—H +'NO, — H;CH,CO Intermedijer
HsC N HsC N ONO
o) ‘0
EPR neaktivan l
O
i
3 2 j
H3C>\N)§o EPR aktivan

‘0

Shema 6. Mehanizam spin-traping metode

Hemikalije koriS¢ene za izvodenje EPRS su: DEPMPO (5-dietoksifosforil-5-metil-1-
pirolin-N-oksid) spin-trap (Enzo Life Sciences, Lausen, gvajcarska), H,0; (Renal, Budimpesta,
Madarska).

Nakon tretmana vodonik- peroksidom (videti 4.2.2.3.), uzorci Cu,ZnSOD su ¢uvani na -
80°C. Neposredno pre EPR merenja, uzorci su otopljeni i u svaki je apliciran DEPMPO (finalna

koncentracija: 15 mM) 1 H,O, (finalna koncentracije: 3 mM). Svaki uzorak (60 pL) je smeSten u
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gas-propusnu teflonsku cevc€icu (Zeus Industries, Raritan, NJ, SAD; debljina zida 0,025 mm,
unutra$nji pre¢nik 0,6 mm) i insertovan u kvarcnu kapilaru. EPR spektri su snimljeni na sobnoj
temperaturi na X-bend Varian E104-A EPR spektrometru (9,51 GHz). KoriS¢eni su sledeci
parametri prilikom snimanja: modulaciona amplituda, 2 Gausa; modulaciona frekvencija, 100
kHz; mikrotalasna snaga, 20 mW; vreme skeniranja, 4 minuta. Spektri su snimljeni upotrebom
EW softvera (Scientific Software Inc, Blumington, SAD). Za svaki uzorak su snimljena po tri
spektra koji su sabrani (akumulirani). Spektralna simulacija je izvedena upotrebom
kompjuterskog programa WINEPR SimFonia (Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Karlsrue,
Nemacka). Kori§¢eni su ranije opisani parametri za simulaciju signala DEPMPO/O adukta: a™ =

7.02; a¥ = 40.92; a" = 3.99; a" = 2.99 (Astolfi i sar., 2005).

4.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je koriS¢enjem kompjuterskog programa GraphPad
Prism 5.00 (San Diego, CA, USA). Rezultati istraZivanja su predstavljeni uz pomo¢ deskriptivnih
statistiCkih parametara (aritmeti¢ka sredina, standardna devijacija, standardna greska, koeficijent
i interval varijacije) i prikazani tabelarno i graficki. Statisticka znacajnost razlika ispitivanih
vrednosti (p) utvrdena je upotrebom ANOVA testa, Tukey-ovim testom. Kao statisticki znacajne

uzete su razlike na nivou od p<0,05, p<0,01 i p<0,001.

Stepen povezanosti ispitivanih parametara utvrden je Pearson-ovim koeficijentom korelacije (r) i

proverom statisticke znacajnosti koeficijenta korelacije (p<0,05).
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati parazitoloskog pregleda uzoraka fecesa ispitivanih ovaca

Na osnovu koproloSkog pregleda u ispitivanim grupama ovaca, na bazi morfoloskih 1
morfometrijskih parametara kori§¢enjem kljuceva po Euzebiju (Euzeby, 1989) ustanovljena
je vrsta prisustne parazitske infekcije. Intenzitet infekcije utvrden je koproloskim
pregledom pojedina¢nih uzoraka fecesa, sakupljanih tokom tri dana, koriS¢enjem
kvantitativne metode po McMaster-u (Kassai, 1999). Na osnovu broja jaja po gramu fecesa
(Pelledy, 1974; Euzeby, 1981; Kassai, 1999) i kriterijuma prikazanog u tabeli 1, utvrden je

intenzitet parazitske infekcije.

Tabela 1. Kriterijum za utvrdivanje intenziteta infekcije

Broj jaja/gramu Intenzitet parazitske infekcije

fecesa

Vrsta parazita Blagi Srednji Visoki
Trichostrongylidae <1000 1000-2000 >2000
Protostrongylidae <50 50-150 >150
Trichuris spp <300 300-500 >500
Nematodirinae <100 100-600 >600
Anoplocephalidae <10 10-100 >100
Strongyloides spp <1000 1000-2000 >2000
Eimeria spp <50000 50000-100000 >100000

Rezultati parazitoloskog ispitivanja ekstenziteta infekcije prikazani su na grafikonima
od 1 do 8, dok je intenzitet infekcije (izrazen kao: X broj jaja/gram fecesa + SD) u
ispitivanim grupama ovaca, po epizootioloskim podrucjima, prikazan u tabelama od 2 do 8.
Analizom rezultata ekstenziteta parazitske infekcije ispitivanih ovaca, u I
epizootioloskom podrucju, prikazanog na grafikonu 1, moZe se videti da je najveci procenat
ispitivanih ovaca bio istovremeno inficiran sa tri vrste parazita (Trichostongylidae,

Protostrongylidae 1 cestode), 60% sjenicko-pesterske pramenke i 58,82% virtemberg ovaca.
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[ Cestode+Protostrong L] Cestode+Protostrong+Trichuris

I Trichostron+Protostrong+Trichuris+Cestode . Trichostron-+Protostrong+ Trichuris +Cestode
[ | Trichostrong+Protostrong+Cestode L] Trichostrong+Protostrong+Cestode

[ | Trichostrong+Protostrong [ Trichostrong+Protostrong

20% 58.82%
60%

5%

17.65%

a) b)

Grafikon 1. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju I (Sjenicko-pesterska
visoravan), kod a) sjeni¢ko-peSterske pramenke i b) virtemberg rase ovaca

Tabela 2. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podru¢ju I (Sjenicko-pesterska
visoravan) kod a) sjenicko-pesterske pramenke i b) virtemberg rase ovaca

rasa/soj sjeniCko-peSterska pramenka virtemberg
Vrsta parazita X +SD v X +SD v
Trichostrongylidae 438 + 304 134 — 742 1135 £ 130*** | 1005 — 1265
Protostrongylidae 101 + 34* 67— 135 80 +44 10— 128
Trichuris spp 28+9 19 -37 41 £ 31 10-72
Nematodirinae 257 +£62 195 - 319 394 + 173%* 221 -567
Anoplocephalidae 156 +75 98 — 293 149+ 111 39 — 296
Eimeria spp / / 20+2 18 —22

* p<0,05; ***p<0,001

Manji procenat ovaca bio je istovremeno inficiran sa Cetiri vrste parazita
(Trichostongylidae, Protostrongylidae, Trichuris 1 cestode), 15% sjeniCko-peSterske
pramenke i 17,65% virtemberg ovaca. Sa dve vrste parazita (Trichostongylidae,
Protostrongylidae) bilo je istovremeno inficirano 20% sjeni¢ko-peSterske pramenke i
17,65% virtemberg ovaca. U 5% slucajeva utvrdena je istovremena infekcija sa dve vrste
parazita (Protostrongylidae 1 cestode) kod sjenicko-pesterske pramenke, dok je kod 5,88%
ovaca virtemberg rase utvrdena istovremena infekcija sa tri vrste parazita
(Protostrongylidae, Trichuris i cestode). Medusobnim poredenjem utvrdenog intenziteta

parazitske infekcije kod sjeniCko-pesterske pramenke i virtemberg ovaca dokazana je
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statisticki znaCajna razlika u intenzitetu infekcije sa Trichostongylidae (p<0,001),
Nematodirinae (p<0,05) i Protostrongylidae (p<0,05). Takode, treba re¢i da je kod
virtemberg rase ovaca utvrden veci intenzitet infekcije sa Trichuris spp, ali bez statisticke
znacajnosti u odnosu na sjeni¢ko-pestersku pramenku (p>0,05). I pored €injenice, da prema
koris¢enim klju¢evima za utvrdivanje intenziteta parazitske infekcije, kod autohtone
sjenicko-peSterske pramenke i uvezene virtemberg rase ovaca ne postoje razlike u
intenzitetu parazitske infekcije, evidentno je, na osnovu broja jaja po gramu fecesa, da
sjeni¢ko-peSterska pramenka u istim uslovima parazitskog pritiska, izluCuje manji broj jaja

parazita, tj. ima niZi intenzitet parazitske infekcije.

[ ] Negativna

[ ] Trichostrong+Trichuris

I Trichostrong+Strongyloides
[ ] Trichostrong

7.69%
7.69%

76.93%
7.69%

Grafikon 2. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju II (selo Lipe -
Smederevo) kod lipske pramenke

Analizom rezultata ekstenziteta parazitske infekcije ispitivanih ovaca, u II
epizootioloskom podrucju, prikazanog na grafikonima 2 i 3, moZe se videti da je 70%
lipske pramenke bilo negativno na prisustvo parazitske infekcije, dok je svega 20%
virtemberg ovaca, pri istom pritisku parazitske infekcije u ispitivanom podrucju, bilo
negativno. U istom procentu (7,69%) kod lipske pramenke je utvrdena istovremena
infekcija sa dve vrste parazita (Trichostongylidae + Protostrongylidae i Trichostongylidae
+ Strongyloides) 1 monoinfekcija sa Trichostongylidae.

Za razliku od lipske pramenke, kod virtemberg ovaca, u Il epizootioloSkom podrucju,
najve¢i broj ovaca (22%) bio je istovremeno inficiran sa dve vrste parazita

(Trichostongylidae + Strongyloides) i 11,11% sa (Trichostongylidae + Protostrongylidae).
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1 ]Negativna

2[ | Protostrongylidae

3 Trichostrong+Protostrong

4[ | Trichostrongyloidae+Strongyloides

5[ ] Trichostrong+Protostrong+Strongyloides

6 [ | Trichostrong+Protostrong+Strongyloides+Trichuris

22.22%

11.11%

22.22% 22.22%

11.11% 11.11%

Grafikon 3. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podru¢ju II (selo Lipe -
Smederevo) kod virtemberg rase ovaca

Tabela 3. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju II (selo Lipe — Smederevo)
kod lipske pramenke

rasa/soj lipska pramenka virtemberg
Vrsta parazita X +SD 1\Y% X +SD v
Trichostrongylidae 72 + 46 26— 118 857 £ 567* 290 — 1424
Trichuris spp 11+£3 8—14 1242 10— 14
Strongyloides spp 412 39-43 21+7 14— 28
Protostrongylidae / / 36 + 33 33-69
Nematodirinae / / 77 +57 20— 134

* p<0,05

Takode, u 11,11% slucajeva utvrdena je istovremena infekcija sa tri
(Trichostongylidae + Protostrongylidae + Strongyloides) 1 Cetiri vrste parazita
(Trichostongylidae + Protostrongylidae + Strongyloides + Trichuris). Monoinfekcija sa
Protostrongylidae utvrdena je u 11,11% jedinki. Na osnovu analize rezultata ekstenziteta
parazitskih infekcija mozZe se videti da je, u istim uslovima parazitskog pritiska, kod
virtemberg rase ovaca utvrdena infekcija sa Protostrongylidae i Nematodirinae, Cije
prisustvo nije dokazano kod lipske pramenke. Medusobnim poredenjem utvrdenog
intenziteta parazitske infekcije, u ispitivanom II epizootioloSkom podrucju (selo Lipe -
Smederevo), dokazana je statisticki znaCajna razlika u intenzitetu infekcije sa

Trichostrongylidae izmedu lipske pramenke i virtemberga (p<0,05). Takode, kod
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virtemberg rase ovaca utvrdeno je i prisustvo parazitske infekcije sa Nematodirinae i

Protostrongylidae, za razliku od autohtone lipske pramenke.

[ ]Negativne [ ]Negativne
(] Trichostrongylidae I Trichostrongylidae
B Trichostrong+D.dendriticum [ Trichostrong+D.dendfriticum
[ | D.dendriticum
30%
14.28%

. 10%
57.15% 23.81% °

60%

4.76%

a) b)
Grafikon 4. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju III (juZzni Banat) kod

ovaca a) vlaske vitoroge i b) virtemberga

Tabela 4. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloskom podrucju III (Juzni Banat) kod vlaske
vitoroge ovce

rasa/soj vlaSka vitoroga pramenka virtemberg
Vrsta parazita X +SD v X +SD v
Trichostrongylidae 578 £473 105 - 1051 985 + 274* 711 -1259
D. dendriticum 21+9 12 - 30 26+ 10 16 — 36

U II epizootioloskom podru¢ju, utvrdeno je kod vlaske vitoroge pramenke i
virtemberg rase ovaca prisustvo dve parazitske vrste (Trichostrongylidae + D. dendriticum).
Medutim, interesantno je da je 57,15% vlaske vitoroge pramenke bilo negativho na
prisustvo parazitske infekcije ovim vrstama, nasuprot virtemberg ovcama, gde je utvrdeno
svega 10% negativnih jedinki. Kod 23,81% vlasko vitoroge pramenke i 60% virtemberg
ovaca utvrdena je istovremena infekcija sa ove dve vrste parazita. Kod 14,28% vlasko
vitoroge pramenke i 30% virtemberg ovaca utvrdena je monoinfekcija sa
Trichostrongylidae. Jedino je kod vlasko vitoroge ovce utvrdena monoinfekcija sa D.
dendriticum, u 4,76% jedinki. Medusobnim poredenjem autohtone vlaske vitoroge
pramenke i virtemberg ovaca utvrden je statistcki znacajno veci intenzitet infekcije sa

Trichostrongylidae kod virtemberg rase ovaca u odnosu na vlasku vitorogu pramenku
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(p<0,05). Nije utvrdena statisticka razlika u intenzitetu infekcije sa malim metiljem
(p>0,05).
Rezultati analize ekstenziteta i intenziteta parazitske infekcije u IV epizootioloSkom

podrucju (Obrenovac) prikazani su na grafikonima od 5 do 7 i u tabelama od 5 do 7.

Analizom rezultata ekstenziteta parazitske infekcije ispitivanih ovaca, u IV
epizootioloskom, moze se videti da je svega 10% sjenicko-peSterske, 39,87% il d frans i
85,71% sarole rase ovaca bilo negativno na prisustvo parazitske infekcije. Monoinfekcija sa
Trichostrongylidae utvrdena je kod 55% ovaca sjenicko-pesterske pramenke i 13,28% il d
frans ovaca. Kod 5% sjenic¢ko-pesterskih pramenki je utvrdena istovremena infekcija sa dve
vrste parazita (Trichostrongylidae + D. dendriticum) i u 30% sa Trichostrongylidae +

Nematodirinae.

[ ]Negativne

[ ] Trichostrongylidae

B Trichostrongylidae+D.dendriticum
[ ] Trichostrongylinae+Nematodirinae
[ ] Trichostrong+Nematod+Eimeria

5%
25%

55%
5%
10%

Grafikon 5. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podruc¢ju IV (Obrenovac) kod
sjenicko-pesterske pramenke

Tabela 5. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloskom podrucju IV (Obrenovac) kod sjeni¢ko-
pesterske pramenke

rasa/soj sjenicko-pesterska pramenka
Vrsta parazita X +SD v
Trichostrongylidae 1798 £ 616** 1182 — 2414
D. dendriticum 14+5 9-19
Nematodirinae 28 £ 16 12-44
Eimeria spp 65 +4 61 — 69
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Kod il d frans ovaca u 40,20% slucajeva je utvrdena istovremena infekcija sa dve vrste
parazita (Trichostrongylidae + Protostrongylidae) i u 13,28% slucajeva monoinfekcija sa

Trichostrongylidae 1 u 6,64% slucajeva sa D. dendriticum.

[ |Negativne

[ ] D.dendriticum

B Trichostrongylinae

[ | Trichostrong + Protostrong

6.64%

39.87%

40.2%
Grafikon 6. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloskom podrucju IV (Obrenovac) kod rase

ovaca il d frans

Tabela 6. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju IV (Obrenovac) kod rase
ovaca il d frans

Vrsta parazita X =SD 1\Y
Trichostrongylidae 1136 + 604 532 -1740
D. dendriticum 16 + 3 13-19
Protostrongylidae 79 + 40 39-119

[ ]Negativne
[ Protostrongylidae
85.71%
14.29%

Grafikon 7. Ekstenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podrucju IV (Obrenovac) kod rase
ovaca Sarole
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Tabela 7. Intenzitet parazitske infekcije u epizootioloSkom podru¢ju IV (Obrenovac) kod rase
ovaca Sarole

Vrsta parazita X £SD 1\Y%

Protostrongylidae 213 18 -24

Interesantno je da kod Sarole rase ovaca bila prisutna monoinfekcija sa
Protostrongylidae i u to u 14,29% jedinki.

Medusobnim poredenjem ispitivanih grupa ovaca, u IV epizootioloSkom podrucju
(Obrenovac), utvrdeno je da postoji razlika u ekstenzitetu, tj. vrsti prisutne parazitske faune.
Kod sjeni¢ko-pesterske pramenke utvrdeno je prisustvo infekcije sa Nematodirinae, za
razliku od il d frans ovaca, kod kojih nije dokazan ovaj parazit, ali je zato dokazana
parazitska infekcija sa Protostrongylidae. StatistiCkom analizom podataka, izmedu
ispitivanih grupa ovaca, nije utvrdena razlika u intenzitetu prisutne parazitske infekcije. Na
istom epizootioloSkom podrucju, ispitivana grupa Sarole rase ovaca, razlikovala se u
odnosu na gore pomenute grupe ovaca, po tome Sto je kod njih bila prisutna monoinfekcija
sa Protostrongylidae, sa intenzitetom infekcije statistiCki znacajno manjim (p<0,05) u
odnosu na il d frans grupu ovaca, kod koje je takode dokazana ova vrsta parazitske

infekcije.

5.2. Rezultati biohemijskog ispitivanja parametara oksidativnog stresa u eritrocitima i

krvnoj plazmi ovaca

5.2.1. Ukupna aktivnost SOD 1 i njenih izoenzimskih oblika kod ispitivanih ovaca

U cilju ispitivanja uticaja intenziteta parazitske infekcije na parametre oksidativnog
stresa odredivane su aktivnosti enzima antioksidativne odbrane (SOD 1 i CAT), stepen
oStecenja cCelijske membrane tj. peroksidacija lipida, preko nivoa MDA, kao i stepen
oksidativnih modifikacija proteina preko koncentracije karbonilnih 1 tiolnih grupa.

Superoksid dizmutaza 1 je enzim koji neutraliSe prisustvo superoksid anjon radikala

(077) do H,0,. Aktivnost SOD 1 moze biti povecana u slucaju prevelike produkcije O™ ili
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inhibirana u slucaju prevelike proizvodnje H,O,. Rezultati analize ukupne aktivnosti

enzima SOD prikazani su na grafikonu 8 i u tabelama 81 9.
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Grafikon 8. Ukupna aktivnost enzima SOD u eritrocitima ovaca u ispitivanim epizootioloSkim
podrucjima
Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05*; p<0,001***; (+)
statistiki znaGajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001"""; (#) statisticki
znadajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05”; p<0,01"

Uoceno je da se ukupna aktivnost enzima SOD 1 povecava u zavisnosti od prisutnog

ekstenziteta i intenziteta parazitske infekcije posmatrano u odnosu na kontrolnu grupu

ovaca.

Tabela 8. Deskriptivni statisticki parametri ukupne aktivnosti enzima SOD 1 u eritrocitima ovaca, u
ispitivanim epizootiolo$kim podrucjima (I Sjenicko-peSterska visoravan i II s. Lipe-Smederevo)

EpizootioloSko podrucje

Parametar — - . .
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
Ukupna sjenig::(aon-q%iéktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
SOD 1 0 Cc 0 Cc 0 C 0 C
X (P/gHb) 40.13 21.85 42.80 28.28 30.74 43.28 33.05 16.02
SD 16.30 3.88 7.76 6.45 0.97 10.03 14.31 2.14
SE 3.84 1.73 1.94 2.43 0.56 3.17 5.84 1.51
CV (%) 40.62 17.76 18.14 22.80 3.17 23.18 43.29 13.38
IV min 19.75 17.12 30.43 19.04 29.77 28.10 17.11 14.50
max 76.19 25.79 57.21 36.45 31.72 56.85 57.21 17.53
Mediana 35.57 21.21 42.78 27.81 30.73 44.50 30.50 16.02
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Tabela 9. Deskriptivni statisticki parametri ukupne aktivnosti enzima SOD 1 u eritrocitima ovaca, u
ispitivanim epizootioloskim podrucjima (III Juzni Banat i IV Obrenovac)

Parametar _ EpizootioloSko podrucje
lll Juzni Banat IV Obrenovac
Ukupna vlasgamv;tr?lzgga virtemberg sjenig::(aon-q%iéktgrska il d frans Sarole
SOD 1 0 Cc 0 Cc 0 Cc 0 c 0 C
X (P/gHb) | 27.81 | 25.41 | 26.81 | 25.07 | 40.39 | 23.03 | 23.98 | 18.03 | 30.20 | 38.07
SD 407 | 487 | 467 | 413 | 1058 | 3.28 | 6.98 | 7.26 1.87 | 2.06
SE 117 | 172 | 165 | 1.85 | 2.31 164 | 187 | 274 | 076 | 1.03
CV (%) 14.64 | 1917 | 17.42 | 1650 | 26.18 | 14.25 | 29.15 | 40.29 | 6.22 | 5.43
v min | 21.47 | 14.00 | 22.65 | 19.04 | 17.73 | 19.32 | 15.67 | 9.25 | 28.48 | 35.67
max | 36.66 | 29.30 | 36.34 | 29.80 | 61.96 | 25.79 | 40.43 | 25.62 | 31.91 | 40.44
Mediana 27.60 | 26.42 | 2511 | 25.11 | 41.90 | 23.50 | 23.66 | 21.69 | 30.20 | 38.08

Povecanje aktivnosti ovog enzima dokazano je kod sjeni¢ko-peSterske pramenke (I
epizootiolosko podrucje), dok je kod ogledne grupe lipske pramenke utvrdeno smanjenje
aktivnosti ovog enzima, u odnosu na kontrolnu grupu ovaca, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,05. Kod virtemberg rase ovaca u I epizootioloSkom podruc¢ju utvrdeno
je povecanje ukupne aktivnosti SOD 1 u odnosu na kontrolnu grupu ovaca, na nivou
statisticke znacajnosti od p<0,001, dok je kod sjenicko-peSterske pramenke u IV
epizootioloskom podrucju (Obrenovac) povecanje ukupne aktivnosti ovog enzima bilo na
nivou statisticke znacajnosti od p<0,01. U istom epizootiolosSkom podrucju utvrden je pad
aktivnosti ovog enzima kod Sarole rase ovaca u odnosu na kontrolnu grupu, na nivou
statistiCke znacajnosti od p<0,001. Medusobnim poredenjem ukupne aktivnosti ovog
enzima kod ispitivanih rasa/sojeva ovaca, u okviru istog epizootioloSkog podrucja,
utvrdeno je da postoji statistiCki znacajno povecanje samo kod sjenicko-pesterske pramenke,
u IV epizootioloSkom podruc¢ju, u odnosu na il d frans i Sarole rasu ovaca, na nivou
statisticke znacajnosti od p<0,001. U ostalim ispitivanim slu€ajevima, u okviru istog
epizootioloskog podrucja, izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u ukupnoj aktivnost enzima SOD 1.

Da bi se utvrdilo da li prisutna parazitska infekcija i posledi¢ni razvoj oksidativnog
stresa u organizmu ovaca, kao odgovor na infekciju, imaju uticaja na izoenzimsku
raspodelu SOD 1, izvrSeno je elektroforetsko razdvajanje ovog enzima. Rezultati analize
izoenzimske raspodele SOD 1, kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca, po ispitivanim

epizootioloskim podrucjima, prikazani su na grafikonima od 9 do 18 i u tabeli 10.
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Grafikon 9. [zoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima sjenicko-pesterske pramenke (I
epizootioloSko podrucje, Sjeni¢ko-peSterska visoravan), a) elektroforegram na 10% PAGE; b)
denzitogram
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Grafikon 10. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima ovaca virtemberg rase (I
epizootioloSko podrucje, Sjeni¢ko-peSterska visoravan), a) elektroforegram na 10% PAGE; b)
denzitogram

Medusobnim poredenjem izoenzimskih oblika SOD 1 kod ovaca negativnih i
pozitivnih na parazitsku infekciju kod autohtone rase, vlaske vitoroge ovce, dokazana je
inhibicija aktivnosti svih izoenzimskih oblika SOD 1, ali ne i statisti¢ki znacajna razlika

(p>0,05). Rezultati ove analize prikazane su na grafikonu 16 i u tabeli 11.
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Grafikon 11. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima lipske pramenke (II
epizootioloSko podrucje, selo Lipe - Smederevo), a) elektroforegram na 10% PAGE; b)
denzitogram
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Grafikon 12. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima ovaca virtemberg (II
epizootiolo§ko podrucje, selo Lipe — Smederevo), a) elektroforegram na 10% PAGE; b)
denzitogram
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Grafikon 13. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima vlaske vitoroge pramenke (I1I
epizootioloSko podrucje, Juzni Banat), a) elektroforegram na 10% PAGE; b) denzitogram
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Grafikon 14. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima virtemberg rase ovaca (III
epizootiolosko podrucje, Juzni Banat), a) elektroforegram na 10% PAGE; b) denzitogram

96



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

Vlaska vitoroga

e

=

o . -
T | B
m |
o 10df] 4

=

=

=

e

=

P S

Grafikon 15. Relativna izoenzimska aktivnost SOD 1 u eritrocitima autohtone vlaske vitoroge
pramenke, negativnih (-) i pozitivnih (+) na infekciju parazitima

Tabela 10. Deskriptivni statisticki parametri relativne izoenzimske aktivnosti SOD 1 u eritrocitima
autohtone vlaske vitoroge pramenke, negativnih (-) i pozitivnih (+) na infekciju parazitima

SOD1 | sOD1-1 | SOD1-1 | SOD1-2 | SOD1-2 | SOD1-3 | SOD 1-3 | SOD 1-4 | SOD 1-4 | SOD 1-5 | SOD 1-5
(P/gHb) © &) © &) © 62) © =) © =)

X 22,57 20,19 3,86 3,63 0,79 0,68 0,64 0,55 0,29 0,29
SD 3,93 4,53 0,84 0,85 0,26 0,25 0,24 0,19 0,20 0,15
SE 1,18 1,51 0,25 0,28 0,08 0,08 0,07 0,06 0,07 0,05
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Grafikon 16. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima sjeni¢ko-pesterske pramenke
(IV epizootiolosko podrucje, Obrenovac), a) elektroforegram na 10% PAGE b) denzitogram
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Grafikon 17. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima Il d frans rase ovaca (IV
epizootioloSko podrucje, Obrenovac), a) elektroforegram na 10% PAGE b) denzitogram
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Grafikon 18. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima Sarole rase ovaca (IV
epizootioloSko podrucje, Obrenovac), a) elektroforegram na 10% PAGE b) denzitogram

Statisticka znaCajnost razlika u aktivnosti izoenzimskog oblika SOD 1-1, inficiranih 1
kontrolnih grupa, autohtonih i uvezenih rasa ovaca prikazani su na grafikonu 19 i u

tabelama 111 12.
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Grafikon 19. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa

ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01**; (+)
statisticki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001*""; (#) statisti¢ki

znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01""; p<0,001"*

Tabela 11. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-1 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Parametar _ _ I_Epizootioloéko podrucje _
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
SOD 1-1 sjeni;::(aor;%iélzgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
0 C 0 C 0 C (0] C
X (P/gHb) 27.70 16.75 27.92 21.72 25.48 35.18 21.47 11.28
SD 8.84 2.12 6.67 7.24 1.94 6.85 5.31 2.11
SE 2.36 1.23 1.67 2.56 0.97 2.28 2.65 1.22
CV (%) 29.92 12.68 23.90 29.31 7.60 19.48 24.72 18.73
v min 14.32 14.39 16.40 13.36 23.55 27.29 16.11 8.84
max 4418 18.51 41.83 36.28 28.13 46.51 28.50 12.52
Mediana 24.71 17.34 28.98 19.37 25.13 36.57 20.63 12.48

Analizom dobijenih rezultata izoenzimskog oblika SOD 1-1, utvrdeno je da prisutna

parazitska infekcija dovodi do indukcije ovog izoenzimskog oblika SOD 1, u odnosu na

kontrolnu grupu ovaca, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05, kod sjeni¢ko-pesterske

99



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

pramenke i virtemberg rase ovaca u I epizootioloSkom podrucju, i kod virtemberg rase

ovaca u Il epizootioloskom podrucju.

Tabela 12. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-1 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar ——
lll Juzni Banat IV Obrenovac
SOD 1-1 vlasgamv;tr?ligga virtemberg SJenls:(aon-qp;iéktzrska il d frans Sarole
[0) C [0) C [0) C o) C o) C

X (P/gHb) | 21.96 | 20.82 | 17.29 | 21.72 | 3312 | 16.75 | 16.46 | 14.62 | 24.58 | 30.44
SD 378 | 510 | 6.67 | 7.23 | 8.04 212 | 503 | 548 | 2.43 1.67
SE 1.09 | 1.80 | 210 | 255 | 1.67 1.22 | 1.30 | 224 | 122 | 0.83
CV (%) 17.23 | 24.53 | 28.56 | 29.31 | 24.28 | 12.68 | 29.60 | 27.50 | 9.91 5.49
v min | 16.07 | 9.770 | 6.500 | 13.36 | 17.79 | 14.39 | 6.250 | 5.220 | 22.47 | 28.63
max | 29.81 | 26.25 | 30.48 | 36.28 | 47.32 | 18.51 | 28.46 | 19.74 | 26.69 | 32.53
Mediana 21.83 | 21.92 | 16.13 | 19.37 | 31.70 | 17.34 | 16.75 | 16.65 | 24.58 | 30.31

Interesantno je da je kod lipske pramenke inficirane parazitima utvrdeno smanjenje
aktivnosti izoenzima SOD 1-1, u odnosu na kontrolnu grupu, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,05. U IV epizootioloSkom podrucju (Obrenovac) kod sjenicko-pesterske
pramenke utvrdeno je povecanje aktivnosti SOD 1-1, kod ovaca inficiranih parazitima, u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,01). Kod sarole rase ovaca, takode je utvrdeno da prisutna
parazitska infekcija dovodi do inhibicije aktivnosti ovog izoenzima, u odnosu na kontrolnu
grupu ovaca (p<0,01). Medusobnim poredenjem autohtonih i uvezenih rasa ovaca, samo je
u IV epizootioloSkom podru¢ju utvrdeno da postoji razlika u nivou indukcije ovog
izoenzima kod sjeni¢ko-pesSterske pramenke u odnosu na il d frans i Sarole rasu ovaca
(p<0,001).

Pored glavnog izoenzimskog oblika superoksid dizmutaze 1, SOD 1-1, dokazana je 1
druga izoenzimska frakcija, SOD 1-2, kod ispitivanih ovaca. Rezultati relativne raspodele
ovog izoenzima, kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca po ispitivanim epizootioloskim

podrucjima, prikazani su na grafikonu 20 i u tabelama 13 1 14.
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Grafikon 20. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1-2 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa
ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima
Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01**; (+)
statisticki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01""; (#)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,01™*

Tabela 13. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-2 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

EpizootioloSko podrucje

Parametar O . - -
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
SOD 1-2 sjenisr:rh%enékt:rska virtemberg lipska pramenka virtemberg
(o) C (o) C (o) C (o) C
X (P/gHb) 7.34 1.28 9.66 6.34 2.94 6.70 7.19 3.66
SD 2.99 0.42 2.52 1.90 0.29 3.09 2.05 0.12
SE 0.67 0.24 0.63 0.60 0.14 1.03 0.92 0.07
CV (%) 29.76 27.72 26.10 30.03 10.05 26.22 28.56 3.23
v min 2.97 1.00 4.53 3.01 2.52 3.95 4.35 3.59
max 14.33 1.77 13.23 8.65 3.21 13.06 9.99 3.80
Mediana 6.98 1.09 8.89 6.30 3.02 6.04 6.90 3.60
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Tabela 14. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-2 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
SOD 1-2 vlasi(:nrelzir:ga virtemberg Sjenfi;g i{frgka il d frans Sarole
0 C (0] C 0 C (0] C (0] C

X (P/gHb) 3.92 3.52 5.23 5.87 5.57 1.28 3.01 2.13 3.10 4.64
SD 0.77 0.90 0.92 1.83 2.30 0.42 2.48 1.49 0.39 0.70
SE 0.22 0.32 0.29 0.64 0.46 0.24 0.64 0.61 0.19 0.35
cv (°/o) 19.74 25.71 17.62 21.22 21.27 29.72 16.36 14.01 12.66 15.12
i min 3.02 2.73 3.51 3.01 0.45 1.00 1.04 0.51 2.76 4.00
max 5.46 5.40 6.31 8.60 9.80 1.77 8.10 4.06 3.44 5.56
Mediana 3.78 3.11 5.29 6.21 5.16 1.09 1.49 1.72 3.10 4.50

Analizom dobijenih rezultata relativne distribucije izoenzima SOD 1-2 , u I
epizootioloskom podrucju (Sjenicko-pesterska visoravan), dokazana je indukcija ovog
izoenzimskog oblika, kod autohtone sjenicko-pesterske pramenke i virtemberg rase ovaca,
u prisustvu parazitske infekcije u odnosu na kontrolnu grupu ovaca na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,01. Izmedu ispitivanih rasa ovaca utvrdeno je statisticki znacajno
povecanje aktivnosti SOD 1-2 kod virtemberg rase u odnosu na sjeniCko-peStersku
pramenku (p<0,05). Kod kontrolnih grupa ovaca, takode je utvrdena statisticki veca
prisutnost ovog izoenzima kod virtemberg rase u odnosu na sjeni¢ko-pesStersku pramenku
(p<0,05). U II epizootioloskom podrucju, kod lipske pramenke, u prisustvu parazitske
infekcije, utvrdeno je smanjenje ovog izoenzima u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05),
dok je kod virtemberg rase dokazano povecanje SOD 1-2, u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,05). U III epizootioloSkom podrucju, kod oglednih i kontrolnih grupa, vlaSke vitoroge
i virtemberg rase ovaca, nije utvrdena statisticki znacajna razlika. Medutim, kod ogledne
grupe virtemberg rase ovaca registrovana je veca aktivnost ovog izoenzima u odnosu na
vlasku vitorogu pramenku na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05. Kod kontrolnih grupa
ovaca, u ovom epizootioloSkom podru¢ju utvrdena je statisticki znacajno veca aktivnost
kod virtemberg rase u odnosu na vlaSko vitorogu pramenku (p<0,01). U IV
epizootioloskom podrucju, statisticki znacajno povecanje aktivnosti SOD 1-2 utvrdeno je
samo kod sjenicko-pesterske pramenke inficirane parazitima u odnosu na kontrolnu grupu
ovaca, na nivou od p<0,01. Isti nivo statisticke znacajnosti razlika, ali u smislu smanjenja

aktivnosti ovog izoenzima, utvrden je kod Sarole rase ovaca inficiranih parazitima, u
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odnosu na kontrolnu grupu. Medusobnim poredenjem aktivnosti SOD 1-2, kod ispitivanih
rasa ovaca u IV epizootioloSkom podrucju, jedino je kod sjenicko-pesterske pramenke u
odnosu na il d frans rasu, utvrdena njegova statisticki znacajno veca aktivnost na nivou
p<0,01.

Rezultati izoenzimske raspodele SOD 1-3 prikazani su na grafikonu 21 i u tabelama

151 16.

AN

Grafikon 21. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1-3 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa
ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01%**;
p<0,001***; (#) statisticki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou:
p<0,001""

Tabela 15. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-3 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

Parametar _ _ Ep!zootioloéko podrucje _
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
SOD 1-3 aeng::«;}p;s;grska virtemberg lipska pramenka virtemberg
(0] C (0] C (0] C (0] C
X (P/gHb) 2.39 1.19 2.25 1.38 0.723 1.59 1.53 | 0.94
SD 0.82 0.33 0.72 0.53 0.25 0.66 0.46 | 0.47
SE 0.19 0.19 0.18 0.18 0.12 0.22 0.23 | 0.23
CV (%) 23.45 27.86 23.38 | 29.01 | 24.54 21.55 | 20.13 | 29.64
v min 1.17 0.96 0.87 0.80 0.36 0.84 1.11 0.52
max 3.98 1.57 3.46 2.59 0.91 3.06 195 | 1.62
Mediana 2.50 1.04 2.23 1.35 0.81 1.45 1.54 | 0.81
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Tabela 16. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-3 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
SOD 1-3 vlasrl;amv(;tr?gga virtemberg SJenlg::(;n-%ensktgrska il d frans Sarole
(o) (o (o) (o (o) (o (o) (o (o) (o

X (P/gHb) 0.86 0.58 1.02 1.38 1.55 1.19 2.08 1.91 1.58 1.52
SD 0.24 0.15 0.43 0.53 1.09 0.33 0.88 0.67 0.13 0.39
SE 0.07 0.05 0.13 0.17 0.21 0.19 0.25 0.29 0.06 0.19
CcvVv (%) 28.79 26.06 22.21 29.01 29.26 27.86 22.28 30.00 8.38 26.05
Wi min 0.54 0.36 0.51 0.80 0.35 0.96 0.67 1.25 1.47 0.93
max 1.21 0.77 1.70 2.59 4.39 1.57 3.29 2.78 1.70 1.78
Mediana 0.80 0.53 0.88 1.35 1.13 1.04 2.27 1.82 1.58 1.68

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da kod ispitivanih ovaca usled prisutne
parazitske infekcije, u I epizootioloSkom podrucju, dolazi do povecanja aktivnosti
izoenzima SOD 1-3, na nivou statistiCke znacajnosti od p<0,01 kod virtemberg ovaca u
odnosu na kontrolnu grupu. Kod lipske pramenke, u II epizootioloSkom podrucju, utvrdeno
je smanjenje aktivnosti ovog izoenzima u prisustvu parazitske infekcije u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,05). U I epizootioloSkom podru¢ju dokazano je povecanje
aktivnosti SOD 1-3 kod vlaske vitoroge ovce inficirane parazitima u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0,05), dok je kod virtemberg rase dokazano smanjenje u odnosu na kontrolnu
grupu, ali bez statisticke znacCajnosti razlika. Karakteristi¢no je da je kod kontrolne grupe
vlasko vitoroge ovce utvrdena statisticki znacajno manja aktivnost SOD 1-3 u odnosu na
kontrolnu grupu virtemberg rase ovaca (p<0,001). U IV epizootioloSkom podrucju
utvrdeno je povecanje aktivnosti ovog izoenzima u prisustvu parazitske infekcije, ali bez
statistiCke znacajnosti u odnosu na kontrolnu grupu ovaca.

Rezultati izoenzimske raspodele aktivnosti SOD 1-4 prikazani su na grafikonu 22 i u

tabelama 171 18.
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Grafikon 22. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1-4 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa
ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01**; (#)
statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,01™

Tabela 17. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-4 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

Parametar _ _ I_Epizootioloéko podrucje _
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
SOD 1-4 SJenlpc):llf:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
(0] C (0] C (0] C 0] C
X (P/gHb) 0.74 / 0.80 1.18 0.73 1.43 1.21 0.64
SD 0.49 / 0.30 0.45 0.20 0.28 0.36 0.15
SE 0.10 / 0.07 0.14 0.10 0.10 0.18 0.09
CV (%) 25.78 / 27.08 28.86 28.14 19.67 29.81 24.02
N min 0.01 / 0.33 0.36 0.61 1.13 0.82 0.52
max 1.74 / 1.50 1.82 1.04 1.95 1.63 0.82
Mediana 0.68 / 0.76 1.25 0.64 1.42 1.19 0.60

Analizom dobijenih rezultata utvrdeno je da kod sjenic¢ko-pesterske pramenke dolazi

do indukcije izoenzima SOD 1-4 u prisustvu parazitske infekcije, u Ii IV epizootioloSkom

podrucju. Kod kontrolnih grupa ovih ovaca nije dokazano prisustvo ovog izoenzima.
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Tabela 18. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-4 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
lll Juzni Banat IV Obrenovac
vlaska vitoroga virtemberg sjenicko-pesterska il d frans sarole
SOD 14 pramenka pramenka
0 C 0 C 0 C 0 C 0 C

X (P/gHb) 0.59 0.60 0.40 1.06 1.19 / 0.99 0.83 0.84 1.29
SD 0.15 0.30 0.23 0.50 0.815 / 0.40 0.65 0.03 0.30
SE 0.04 0.10 0.07 0.20 0.16 / 0.10 0.26 0.02 0.15
CV (%) 26.23 | 29.56 | 28.40 | 27.32 | 28.42 / 29.86 | 28.53 412 23.22
IV min 0.24 0.31 0.06 0.36 0.10 / 0.21 0.28 0.81 0.88
max 0.79 1.21 0.76 1.73 3.27 / 1.49 2.09 0.87 1.60
Mediana 0.61 0.47 0.42 1.19 0.92 / 1.04 0.62 0.84 1.35

Kod ovaca virtemberg rase, u I i III epizootioloSkom podru¢ju, dolazi do smanjenja

aktivnosti SOD 1-4 u prisustvu parazitske infekcije na nivou statistiCke znacajnosti od

p<0,05 i p<0,01, u odnosu na kontrolne grupe ovaca. Kod Sarole rase ovaca (IV

epizootiolosko podrucje) utvrdeno je smanjenje aktivnosti ovog izoenzima u prisustvu

parazitske infekcije u odnosu na kontrolnu grupu ovaca (p<0,05).

Rezultati izoenzimske raspodele SOD 1-5 kod autohtonih 1 uvezenih rasa ovaca

prikazani su na grafikonu 23 i u tabelama 19 i 20.
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Grafikon 23. Izoenzimska raspodela aktivnosti SOD 1-5 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa
ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima
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Tabela 19. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-5 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

Parametar _ _ _Epizootioloéko podrucje _
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
SOD 1-5 SJenlg:(;r;]%islzzrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
o C o C o C o C
X (P/gHb) 0.84 / 0.32 / / / / /
SD 0.36 / 0.15 / / / / /
SE 0.12 / 0.09 / / / / /
CV (%) 23.7 / 29.1 / / / / /
IV min 0.39 / 0,21 / / / / /
max 1.66 / 0,50 / / / / /
Mediana 0.72 / 0.25 / / / / /

Tabela 20. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele aktivnosti enzima SOD 1-5 u
eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

Parametar EpizootioloSko podrucje
lll Juzni Banat IV Obrenovac
SOD 1-5 vlasrl;amv;r?;gga virtemberg Sjemsraor;qpeerierKa il d frans Sarole
0] C 0] C 0] C 0 C 0 C

X (P/gHb) | 0.31 0.21 / / 1.85 / / / 0.69 0.85
SD 0.19 0.06 / / 0.47 / / / 0.26 0.49
SE 0.06 0.02 / / 0.21 / / / 0.12 0.28
CV (%) | 21.24 | 28.93 / / 25.77 / / / 28.28 | 28.36
IV min 0.09 0.11 / / 1.43 / / / 0.46 0.45
max 0.61 0.29 / / 2.52 / / / 1.12 1.41
Mediana 0.27 0.23 / / 1.59 / / / 0.70 0.70

Analizom dobijenih rezultata utvrdena je indukcija izoenzima SOD 1-5 od 100%
usled prisustva parazitske infekcije kod sjenicko-peSterske pramenke (I 1 IV epizootioloSko
podrucje) i virtemberg rase ovaca (I epizootioloSko podrucje). Kod vlaske vitoroge
pramenke dokazano je povecanje aktivnosti ovog izoenzima, a kod Sarole rase ovaca
smanjenje, u odnosu na kontrolne grupe ovaca, ali bez statisticke znacajnosti. Kod ostalih

ispitivanih ovaca nije utvrdeno postojanje SOD 1-5 izoenzimskog oblika.

5.2.2. Aktivnost enzima katalaze u eritrocitima ispitivanih ovaca

Katalaza je enzim koji katalizuje razgradnju vodonik-peroksida do vode i

molekulskog kiseonika. Rezultati analize aktivnosti ovog enzima u eritrocitima, kao 1 nivoi
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statisticke znacCajnosti razlika, kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca, po ispitivanim

epizootioloskim podrucjima, prikazani su na grafikonu 24 i u tabelama 21 i 22.

40+

*%*

* 4

W
=)

1

N\

+
+
+

CAT U/g Hb
S

*
-
10 § :
0 ] ] ] i ]
D O (R 2 2 & @
& P PEF & S *é\fz}&é&
S AN A
& N \,@(@‘o‘@\b dQ70
< FH SIS N
QR sl o ®
a2 \\\er 2 Q
\0 N\ \40
N

Grafikon 24. Ukupna aktivnost enzima CAT u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u
ispitivanim epizootioloSkim podruc¢jima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01**; (+)
statisticki znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001"""; (#)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001""*

Tabela 21. Deskriptivni statisticki parametri ukupne aktivnosti enzima CAT u eritrocitima
autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
CAT SJenIS:'I’(:g;iskt:rska virtemberg lipska pramenka virtemberg
(0] C (0] C 0 C 0 C
X (U/gHb) 19.75 22.87 23.77 31.04 28.42 33.07 35.47 23.31
SD 2.21 2.84 6.57 6.57 2.98 5.63 4.00 4.661
SE 0.51 1.42 1.64 2.68 1.72 1.78 1.79 2.691
CV (%) 11.21 12.43 27.66 21.19 10.49 17.05 11.29 | 20.00
i min 15.14 20.49 16.32 22.38 25.56 24.83 29.40 18.12
max 23.54 26.99 41.38 38.33 31.51 40.41 40.50 27.14
Mediana 19.48 22.00 23.59 32.14 28.18 32.85 35.32 24.67

Analizom aktivnosti katalaze uoCava se da dolazi do inhibicije aktivnosti ovog
enzima usled prisustva parazitske infekcije, kod svih ispitivanih ovaca, osim kod

virtemberg rase ovaca (p<0,01) u II epizootioloSkom podrucju i il d frans ovaca u IV
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epizootioloskom podrucju (p<0,05) u odnosu na kontrolnu grupu, gde je uo¢eno povecanje
aktivnosti.

Tabela 22. Deskriptivni statisticki parametri ukupne aktivnosti enzima CAT u eritrocitima
autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Epizootiolo§ko podrucje

Parametar _
lll Juzni Banat IV Obrenovac
CAT vlasgamvgtr?}:gga virtemberg Sjem;:(aor;]%isl::mka il d frans garole
(o) C (o) C (o) C (o) C (o) C

X (U/gHb) | 15.48 | 18.21 | 27.04 | 31.04 | 20.15 22.87 | 29.13 | 2431 | 20.38 | 24.77
SD 3.15 4.31 592 | 6.57 4.02 2.84 2.34 6.52 1.00 2.464
SE 1.05 1.24 178 | 2.68 0.81 1.42 0.65 2.46 0.577 1.23
CV (%) 20.39 | 23.71 | 21.89 | 21.19 | 19.97 12.43 8.04 | 26.85 4.91 9.95
|y Lmn | 970 [ 1215 | 18.06 | 22.38 | 12.00 20.49 | 2595 | 1243 | 19.38 | 22.53
max | 18.93 | 29.42 | 38.45 | 38.33 | 26.12 26.99 | 35.17 | 31.62 | 21.38 | 27.54
Mediana 16.63 | 17.76 | 26.82 | 32.14 | 19.15 22.00 | 28.41 | 24.31 | 20.38 | 24.50

U III epizootioloskom podrucju, kod autohtone vlaske vitoroge pramenke utvrdeno je
smanjenje aktivnosti katalaze u odnosu na virtemberg rasu ovaca, i kod oglednih i
kontrolnih grupa, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,001. U IV epizootioloSkom
podruc¢ju utvrdeno je smanjenje aktivnosti katalaze kod sjenicko-peSterske pramenke u
odnosu na il d frans, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,001. Izmedu il d frans i Sarole
ovaca smanjenje aktivnosti katalaze je bilo na nivou statistiCke znacajnosti razlika od
p<0,05. Izmedu kontrolnih grupa ovaca, u okviru istog epizootioloskog podrucja, jedino je
kod lipske pramenke dokazana povecana aktivnost katalaze u odnosu na virtemberg rasu
ovaca (p<0,05), dok je kod vlaske vitoroge utvrdeno smanjenje aktivnosti u odnosu na

virtemberg rasu ovaca (p<0,001).

5.2.3. Rezultati analize koncentracije nitrita u krvnoj plazmi ispitivanih ovaca

Da bi utvrdili da li prisustvo parazita dovodi do produkcije RNS, analizirana je
koncentracija nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca. Rezultati analize
prikazani su na grafikonu 25 1 u tabelama 23 1 24.

Analizom koncentracije nitrita u krvnoj plazmi uocen je razliit odgovor kod
ispitivanih grupa ovaca. Interesantno je da su kod sjenicko-pesterske pramenke u I i IV

epizootioloSkom podrucju, kao i kod il d frans rase (IV epizootiolosko podrucje)
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registrovan pad koncentracije nitrita, u odnosu na njihove kontrolne grupe, pri istoj vrsti
parazitske infekcije. Kod svih ostalih ispitivanih rasa/sojeva ovaca utvrden je porast
koncentracije nitrita u prisustvu parazitske infekcije, u odnosu na vrednosti nitrita

kontrolnih grupa.
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Grafikon 25. Koncentracija nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim
epizootioloSkim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01*%*;
p<0,001%**; (+) statisti¢ki znaGajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01°";
p<0,001*; (#) statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"

Tabela 23. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootiolo$kim podruc¢jima

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
NO, - SJenlrc):llf:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
o Cc o Cc (o) C (o) C
X (uM/L) 8.15 11.56 14.50 9.05 13.20 9.25 11.36 7.56
SD 2.20 1.18 4.24 2.547 1.55 1.45 2.10 0.79
SE 0.49 0.68 1.06 0.85 0.69 0.51 1.05 0.56
CV (%) 27.11 10.22 29.30 28.12 11.76 15.76 18.52 10.56
N min 4.68 10.63 8.660 5.30 11.36 7.00 9.58 7.00
max 14.76 12.89 22.57 12.89 15.55 10.91 14.26 8.13
Mediana 8.06 11.16 14.00 9.87 12.97 9.42 10.80 7.56
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Pomenuti pad koncentracije nitrita kod sjeniCko-pesterske pramenke u I
epizootioloskom podrucju, bio je na nivou statistiCke znacajnosti od p<0,05, u odnosu na
kontrolnu grupu. U istom podrucju, utvrden je porast koncentracije nitrita kod virtemberg
rase, na nivou statisticke znac¢ajnosti od p<0,01, u odnosu na kontrolnu grupu ovaca.

Tabela 24. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootiolo§kim podruc¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar ——
lll Juzni Banat IV Obrenovac
NO, vla;,rl;amv(;tr?gga virtemberg slem;):g;]%ensktgrska il d frans Sarole
0] C (0] C 0 C 0 C 0 C

X (uM/L) | 16.83 | 9.83 | 11.63 | 9.06 8.41 1156 | 543 | 8.56 8.43 4.83
SD 3.57 3.22 3.03 2.54 2.99 1.18 1.69 3.33 2.43 0.19
SE 1.13 1.018 1.07 0.85 0.59 0.68 0.47 1.18 1.21 0.09
cv (%) 21.24 29.75 26.10 | 28.12 29.59 10.22 28.23 | 28.91 28.80 3.94
IV min 10.71 6.86 7.15 5.30 4.06 10.63 2.59 3.51 6.72 4.67
max 23.57 16.14 16.35 12.89 15.98 12.89 8.14 12.41 11.90 5.00
Mediana 17.57 | 9.00 | 11.34 | 9.87 7.60 11.16 5.00 8.56 7.56 4.83

Medusobnim poredenjem vrednosti nitrita oglednih grupa ovaca, u ovom
epizootioloSkom podrucju, utvrdeno je da ista vrsta parazitske infekcije, kod virtemberg
rase ovaca uzrokuje znacajno vecu produkciju nitrita (p<0,001). Izmedu kontrolnih grupa
ovaca nisu utvrdene razlike u koncentraciji nitrita (p>0,05). Kod lipske pramenke, u II
epizootioloskom podrucju, utvrdene su viSe koncentracije nitrita u odnosu na virtemberg
rasu ovaca (p<0,001), i pored Cinjenice da ekstenzitet i intenzitet parazitske infekcije bio
manji kod lipske pramenke. U III epizootioloSkom podrucju, kod vlaske vitoroge pramenke
vrednosti koncentracije nitrita bile su statisticki znacajno ve¢e u odnosu na kontrolnu grupu
ovaca (p<0,001). Medusobnim poredenjem rasa, u ovom epizootioloSkom podrucju,
utvrdene su statisti¢ki znacajno vece vrednosti kod autohtone rase u odnosu na virtemberg
rasu ovaca (p<0,01). Razlog za ovakav nalaz je verovatno nesto vece prisustvo infekcije sa
D. dendriticum kod vlaske vitoroge pramenke. Kod sjeniCko-pesterske pramenke, u IV
epizootioloskom podrucju, vrednosti koncentracije nitrita bile su statisticki znacajno vece
od vrednosti utvrdenih kod il d frans ovaca (p<0,05). Kod Sarole rase ovaca vrednosti
nitrita bile su statisti¢ki znacajno vece u prisustvu infekcije sa plu¢nim vlascima (p<0,05), u
odnosu na kontrolnu grupu, i bez statistiCke znacajnosti razlika u odnosu na sjenicko-

pestersku pramenku i il d frans, sa istog epizootioloskog podrucja.
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5.2.4. Rezultati analize peroksidacije lipida u krvnoj plazmi ispitivanih ovaca

Na dejstvo ROS i RNS posebno su osetljive nezasi¢ene masne kiseline koje ulaze u
sastav Celijske membrane. Kao krajnji proizvod, ,agresivnog“ dejstva reaktivnih
kiseoni¢nih i azotovih vrsta na polinezasi¢ene masne kiseline, u toku procesa oznacenog
kao lipidna peroksidacija, nastaje MDA. Vrednosti koncentracije ovog parametra u
eritrocitima autohtonih 1 uvezenih rasa ovaca prikazani su na grafikonu 26 i u tabelama 25 1
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Grafikon 26. Koncentracija MDA u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim
epizootiolos§kim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05*; p<0,001***; (+)
statisticki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; (#) statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001"""

Tabela 25. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije MDA u eritrocitima autohtonih i
uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootiolo$kim podruc¢jima

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
MDA SJenlrc):llf:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg

o C o C o C o C
X (nM/gHb) 37.78 7.415 43.85 17.67 59.29 43.50 38.57 23.44
SD 12.16 4.91 14.48 6.73 10.61 10.02 4.640 2.71

SE 2.72 2.00 4.36 2.75 4.01 3.79 2.32 1.92
CV (%) 22.19 26.17 23.01 28.12 17.89 23.04 12.03 11.56
IV min 22.88 2.05 27.31 10.74 46.75 28.59 32.49 21.52
max 73.68 15.02 70.33 24.49 77.18 54.74 42.43 25.35
Mediana 35.16 5.435 41.22 17.66 60.68 46.37 39.67 23.44
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Analizom koncentracije MDA uocava se porast vrednosti ovog parametra u prisustvu
parazitske infekcije, kako kod autohtonih tako i kod uvezenih rasa ovaca, u odnosu na

kontrolne grupe ovaca.

Tabela 26. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije MDA u eritrocitima autohtonih i
uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootiolo§kim podruc¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
MDA vlas:(aamv:r?krgga virtemberg sleng:g)rh%ensgzrska il d frans Sarole
o) C 0] C o) C 0] C o) C

X (nM/gHb) | 44.70 41.73 39.67 25.42 40.73 7.415 38.46 | 34.41 52.76 33.45
SD 8.09 7.32 9.79 3.59 13.58 4.91 10.48 7.73 2.39 2.99
SE 2.69 2.11 3.09 2.07 2.61 2.00 3.02 2.58 1.38 1.73
CV (%) 18.10 | 17.55 | 24.69 | 1412 | 23.34 2617 | 27.24 | 2248 | 4.54 8.95
i min 37.63 29.69 25.78 22.63 16.17 2.05 24.73 | 22.59 50.00 30.00
max 62.21 58.12 54.35 29.47 67.57 15.02 56.64 | 43.51 54.26 35.30
Mediana 39.80 41.80 39.59 24.16 43.60 5.435 37.16 | 33.79 54.02 35.06

Nivoi statisticke znacajnosti razlika prikazani su na grafikonu 26. Poredenjem
koncentracije MDA izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca unutar istog epizootioloskog
podrugja, jedino su kod lipske pramenke utvrdene statisticki znacajno vece vrednosti u
odnosu na virtemberg rasu ovaca (p<0,05). MoZe se uociti da je nivo lipidne peroksidacije
kontrolnih grupa uvezenih rasa ovaca veci pod fizioloskim uslovima, u odnosu na kontrolne

grupe autohtonih rasa ovaca.

5.2.5. Rezultati analize oksidativnih modifikacija proteina

5.2.5.1. Odredjivanje koncentracije karbonilnih grupa

Pored lipida, i druge vrste biomakromolekula predstavljaju ,target“ molekule za

ROS i RNS. Stepen ostecenja proteina utvrden je odredivanjem koncentracija karbonilnih i

tiolnih grupa. Rezultati ovih analiza prikazani su na grafikonima 27 1 28 1 u tabelama od 27
do 30.

Analizom rezultata koncentracije karbonilnih grupa u krvnoj plazmi ovaca, po

ispitivanim epizootioloskim podru¢jima moze se primetiti da su proteini, kao vrsta

biomakromolekula manje osetljivi u odnosu na lipide na dejstvo ROS i RNS. Takode, treba
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imati u vidu, da ova ispitivanja predstavljaju transverzalni presek stanja oksidativnog stresa
izazvanog prisustvom parazitske infekcije, a ne longitudinalni, u organizmu ovaca. Naime,
nepoznavanje tacnog momenta nastanka parazitske infekcije predstavlja limitirajuci faktor

u proceni oksidativnih modifikacija proteina.
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Grafikon 27. Koncentracija karbonilnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca u
ispitivanim epizootioloSkim podruc¢jima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; p<0,01**; (+)
statisticki znaGajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™; p<0,001™""; (#)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™"

Tabela 27. Deskriptivni statistiCki parametri koncentracije karbonilnih grupa u krvnoj plazmi
autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjeni¢ko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
Karbonilne SJenlg:(:r;]%islzgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
grupe 0 c 0 c 0 C 0 C

X (uM/L) 6.02 7.50 7.16 8.05 8.54 8.23 16.07 10.70
SD 1.34 0.71 1.41 1.52 0.39 2.68 1.87 0.35
SE 0.32 0.50 0.35 0.48 0.22 0.89 1.08 0.25
CV (%) 22.22 9.43 19.65 18.91 4.60 32.62 11.62 3.30
IV min 3.55 7.00 5.32 5.73 8.09 5.41 14.27 10.45
max 8.32 8.00 9.32 10.14 8.77 13.04 18.00 10.95
Mediana 6.20 7.50 7.16 8.00 8.37 7.23 15.95 10.70
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U svakom slucaju, evidentan je porast broja karbonilnih grupa kod virtemberg rase
ovaca, u drugom epizootioloSkom podrucju, u odnosu, kako na svoju kontrolnu grupu
(p<0,05), tako 1 u odnosu na autohtonu lipsku pramenku (p<0,01). Kod vlaske vitoroge
pramenke utvrden je preko koncentracije karbonilnih grupa, veéi stepen oksidativnog
oStecenja proteina, u odnosu virtemberg rasu ovaca (p<0,01), u istom epizootiolockom

podrucju.

Tabela 28. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije karbonilnih grupa u krvnoj plazmi
autohtonih i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima

EpizootioloSko podrucje

Parametar ——
Il Juzni Banat IV Obrenovac

Karbonilne vlasrl;amv;r?;gga virtemberg sleng:gr;]%ensktgrska il d frans Sarole
grupe o) C o) c 0 C o) C 0 c
X (uM/L) | 10.71 | 10.42 | 7.98 8.05 7.56 7.50 10.90 | 8.98 11.77 9.48
SD 1.78 1.44 0.87 1.52 1.57 0.71 1.45 1.43 1.79 0.31
SE 0.67 0.39 0.27 0.48 0.30 0.50 0.42 0.47 1.27 0.15
CV (%) 16.69 | 13.83 | 10.89 | 18.91 20.80 9.43 13.36 | 15.93 | 15.26 3.30
Iy |_min 8.68 8.41 7.14 5.73 4.77 7.00 8.68 5.90 10.50 9.23
max | 13.05 | 12.23 | 10.09 | 10.14 | 10.86 8.00 12.82 | 10.64 | 13.04 9.91
Mediana 10.50 | 10.59 | 7.88 8.00 7.27 7.50 1123 | 9.04 11.77 9.40

Medutim, treba primetiti da su vrednosti koncentracije karbonilnih grupa kod
kontrolne grupe vlaske vitoroge pramenke na istom nivou statistiCke znacajnosti u odnosu
na kontrolnu grupu virtemberg rase ovaca (p<0,01). U Cetvrtom epizootioloSkom podrudju,
koncentracija karbonilnih grupa bila je statisticki znaCajno niZa u odnosu na il d frans
(p<0,001) i Sarole rasu ovaca (p<0,01). Pri tome, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
koncentraciji karbonilnih grupa izmedu kontrolne grupe sjenicko-pesterske pramenke i

grupe inficirane parazitima (p>0,05).

5.2.5.2. Odredjivanje koncentracije tiolnih grupa

Analizom rezultata koncentracije tiolnih grupa uocava se njihov pad kao posledica
prisustva parazitske infekcije kod ispitivanih ovaca. Kod sjenicko-pesterske pramenke, u I
epizootioloskom podrucju pad koncentracije SH grupa u odnosu na kontrolnu grupu bilo je
na nivou statisti¢ke znacajnosti od p<0,001, a u odnosu na virtemberg rasu ovaca na nivou

statisticke znacajnosti od p<0,01. Kontrolne grupe ovaca, u ovom epizootioloSkom
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podrucju, razlikovale su se u koncentraciji tiolnih grupa na nivou p<0,001. U trecem
epizootioloskom podrucju, izmedu ogledne i kontrolne grupe vlaske vitoroge pramenke nije
postojala statisticki znaCajna razlika (p>0,05). Kod autohtonog soja vlaske vitoroge
pramenke uoceno je smanjenje koncentracije tiolnih grupa u odnosu na virtemberg rasu, sa
istog epizootioloskog podrucja, na nivou statistiCke znacCajnosti od p<0,05. Izmedu
kontrolnih grupa ovih rasa ovaca utvrdene su nize vrednosti tiolnih grupa kod vlaske

vitoroge pramenke (p<0,001).
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Grafikon 28. Koncentracija tiolnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca u
ispitivanim epizootioloSkim podru¢jima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%*; p<0,001***; (+)
statisti¢ki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™"; p<0,0017""; (#)
statisticki znac¢ajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001™"

Tabela 29. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije tiolnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih
1 uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podruc¢jima

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
Tiolne SJenlrc):llf:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
grupe o) [ o) [ o C o C

X (uM/L) 353.0 834.2 451.9 478.3 268.4 286.3 232.4 263.8
SD 82.96 59.83 72.93 86.91 75.84 67.33 52.26 32.23
SE 18.55 42.30 17.69 27.48 33.92 23.81 19.75 10.74
CV (%) 23.50 717 16.14 18.17 28.26 23.52 22.49 12.22
N min 255.0 791.9 341.0 369.0 182.0 185.0 165.0 206.0
max 629.0 876.5 634.0 635.0 335.0 403.0 292.0 313.0
Mediana 342.0 834.2 445.0 4445 303.0 281.0 256.0 268.0
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U cetvrtom epizootioloSkom podrucju, kod sjenicko-pesterske pramenke utvrdeno je
smanjenje koncentracije tiolnih grupa usled prisustva parazitske infekcije (p<0,001), u
odnosu na kontrolnu grupu ovaca.

Tabela 30. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije tiolnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih
1 uvezenih rasa ovaca u ispitivanim epizootioloSkim podruc¢jima

Parametar _ EpizootioloSko podrudje
Il Juzni Banat IV Obrenovac
Tiolne Vlas';amv(;tr?krgga virtemberg SJe”Efaor;ﬁS;ZrSka il d frans arole
grupe o) C o) C 0 C 0 C 0 C
X (uM/L) | 1785 | 816.8 | 299.9 | 347.4 | 265.0 | 287.0 | 1785 | 816.8 | 299.9 | 347.4
SD 87.89 | 51.93 | 21.34 | 27.47 | 11.31 1114 | 87.89 | 51.93 | 21.34 | 27.47
SE 16.91 | 29.98 | 5.703 | 10.38 | 8.000 | 5.568 | 16.91 | 29.98 | 5.703 | 10.38
CV (%) 12.96 | 29.30 | 18.89 | 18.17 | 29.24 6.36 7.12 7.91 4.27 3.88
WL 8.68 8.41 7.14 5.73 4.77 7.00 8.68 5.90 | 10.50 | 9.23
max | 13.05 | 12.23 [ 10.09 | 10.14 | 10.86 8.00 12.82 | 10.64 | 13.04 | 9.91
Mediana 1050 | 10.59 | 7.88 8.00 7.27 7.50 11.23 | 9.04 11.77 9.40

Isti nivo statisticke znaCajnosti razlika (p<0,001), utvrden je i kod il d frans rase u
odnosu na kontrolnu grupu ovaca. Medusobnim poredenjem oglednih ovaca, unutar ovog
epizootioloskog podrucja, utvrdeno je statisticki znacajno smanjenje koncentracije tiolnih
grupa kod sjenicko-peSterske pramenke u odnosu na il d frans rasu ovaca (p<0,001).
Interesantno je, da je koncentracija tiolnih grupa kod kontrolne grupe sjenicko-pesterske
pramenke statistiCki znacajno veca (p<0,001), u odnosu na kontrolne grupe il d frans i
Sarole rasu ovaca. S obzirom na korisne efekte tiolnih grupa, u smislu neutralizacije ROS i

RNS, moze se reci da je ova karakteristika sjenicko-pesterske pramenke pozeljna osobina.

5.2.6. Ispitivanje relativne aktivnosti izoenzimskih oblika LDH

Laktat dehidrogenaza je veliki, tetramerni enzim koji se nalazi u citoplazmi i
katalizuje poslednju reakciju glikolize. Sve ¢elije makroorganizma sadrze LDH, koja treba
da omoguéi proizvodnju energije pri pojavi anaerobnih uslova. OSteCenjem celijske
membrane u toku procesa lipidne peroksidacije, dolazi do ,,curenja®, izlaska ovog enzima u
ekstracelularni prostor. Odredivanje ukupne aktivnosti LDH ima mali dijagnosticki znacaj.
Zbog toga je specificnije odredivanje njenih izoenzimskih oblika. Heterogenost LDH
objasnjena je subjedinicnom strukturom njenih izoenzima. Prema elektroforetskoj

pokretljivosti i distribuciji izoenzima LDH u tkivima i organima oni se mogu podeliti u tri
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grupe: prvu grupu Cine tzv. “brzi izoenzimi“ LDH; (H4 subjedinice) i LDH, (H3M
subjedinice) koji su najviSe zastupljeni u ¢elijama srca, bubrega i eritrocitima. Drugu grupu
¢ine tzv. ,spori izoenzimi”’, LDH; (HM3 subjedinice) i LDHs (M4 subjedinice)
karakteristiCni za celije jetre 1 skeletnih miSi¢a. Trecu grupu Cini tzv. srednji izoenzim -
LDH; (H2M2 subjedinice) sa karakteristicnom distribucijom u ¢elijama pluca, tiroideje i
nadbubrega.

Rezultati analize izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH u krvnoj plazmi

autohtonih 1 uvezenih rasa ovaca prikazani su na grafikonima od 31 do 41.
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Grafikon 31. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi sjenicko-
pesterske pramenke, u I epizootioloskom podru¢ju (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i (b)
elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 32. [zoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi kontrolne grupe
sjenicko-pesterske pramenke, u I epizootioloSkom podrucju (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i (b)
elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 33. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi virtemberg rase
ovaca, u I epizootioloSkom podrucju (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i (b) elektroforegram LDH na

PAGE
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Grafikon 34. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi kontrolne grupe
virtemberg rase ovaca, u I epizootioloSkom podrucju (Sjeni¢ko-peSterska visoravan) i (b)
elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 35. [zoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi lipske pramenke,
u II epizootioloSkom podrucju (s Lipe-Smederevo) i (b) elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 36. [zoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi virtemberg rase
ovaca, u Il epizootioloskom podrucju (s Lipe-Smederevo) i (b) elektroforegram LDH na PAGE

120



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

[1l vlaska vitoroga

—— - SN CETERTE

- - - - —_

5

4 —JU)
mm £
T
SRS

Grafikon 37. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi vlaske vitoroge
pramenke, u III epizootioloSkom podrucju (JuZni Banat) i (b) elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 38. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi virtemberg rase
ovaca, u III epizootioloSkom podrucju (JuZni Banat) i (b) elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 39. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi sjenicko-
pesterske pramenke, u IV epizootioloSkom podruc¢ju (Obrenovac) i (b) elektroforegram LDH na

PAGE
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Grafikon 40. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi il d frans rase
ovaca, u IV epizootioloSkom podruc¢ju (Obrenovac) i (b) elektroforegram LDH na PAGE
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Grafikon 41. [zoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH (a) u krvnoj plazmi Sarole rase ovaca,
u IV epizootioloskom podruc¢ju (Obrenovac) i (b) elektroforegram LDH na PAGE

Statisticka znacajnost razlika relativne izoenzimske raspodele aktivnosti LDH

prikazana je na grafikonima od 42 do 46 i u tabelama od 31 do 40.
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Grafikon 42. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH; u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,01**; p<0,001***; (+)
statisticki zna¢ajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001™"; (#)
statisticki zna¢ajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001""
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Tabela 31. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH, u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju I (Sjeni¢ko-peSterska visoravan) i II (s Lipe —
Smederevo)

Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
% LDH,; SJenIF()::(:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
0] C 0] C [0) C [0) C
X 47.54 60.90 46.65 50.01 39.75 40.97 4412 4419
SD 6.37 4.65 6.22 3.68 2.96 6.53 2.26 2.94
SE 1.42 1.47 1.55 1.16 1.48 2.18 1.30 1.47
CV (%) 13.40 7.64 13.33 7.36 7.46 15.95 5.12 6.65
IV min 35.54 51.99 40.27 44.51 36.51 32.68 41.80 39.98
max 65.32 69.50 65.46 57.27 42.86 55.77 46.31 46.32
Mediana 48.15 61.15 45.01 50.55 39.81 39.94 44.25 45.22

Tabela 32. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH; u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju III (JuZni Banat) i IV (Obrenovac)

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
% LDH, vlasrl;amv(;t:;gga virtemberg slem;):g;]%ensktgrska il d frans Sarole
0 C 0] C (0] C 0] C 0] C

X 46.57 | 45.33 55.28 50.01 51.50 60.90 46.17 51.99 29.31 29.37
SD 8.31 8.21 3.46 3.68 4.73 4.65 7.18 7.70 0.93 1.48
SE 2.30 2.90 1.09 1.16 0.91 1.47 1.92 3.14 0.46 0.74
CV (%) | 17.86 | 1812 | 6.26 | 7.36 9.20 7.64 | 1556 | 14.82 | 317 | 5.05
IV min 29.98 37.63 50.13 44.51 39.48 51.99 39.48 38.61 28.50 2717
max 57.99 59.39 61.61 57.27 66.25 69.50 62.15 58.74 30.11 30.37
Mediana 48.07 43.17 54.41 50.55 51.91 61.15 42.60 53.92 29.31 29.98

Kod sjenicko-pesterske pramenke u I epizootioloSkom podrucju moZze se uociti pad
aktivnosti LDH; izoenzima u prisustvu parazitske infekcije, u odnosu na kontrolnu grupu
ovaca (p<0,001). Izmedu oglednih grupa ovaca (sjeni¢ko-pesterske pramenke i virtemberg)
ne postoji statisticka znaCajnost razlika u aktivnosti ovog izoenzima LDH (p>0,05).
Medutim, izmedu kontrolnih grupa ovih ovaca uocena je statisticki znacajna razlika izmedu
aktivnosti LDH;, na nivou od p<0,001. U II epizootioloSkom podrucju (selo Lipe-
Smederevo) izmedu ispitivanih ovaca nisu uocene statisticki znacajne razlike u aktivnosti
ovog izoenzima (p>0,05). U III epizootioloSkom podru¢ju kod virtemberg rase ovaca
uocava se povecanje aktivnosti LDH; u odnosu na kontrolnu grupu ovaca (p<0,01). Takode,

kod virtemberg rase ovaca, povecanje aktivnosti ovog enzima u odnosu na vlasku vitorogu
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pramenku nalazi se na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05. U IV epizootioloSkom
podrucju kod sjenicko-pesterske pramenke zapaza se pad aktivnosti LDH; u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,001). Isto tako, uocen je pad aktivnost i kod il d frans grupe ovaca, u
odnosu na kontrolnu grupu, ali bez statisti¢ke zna¢ajnosti razlika (p>0,05). Kod Sarole rase
ovaca, nisu uocene razlike u aktivnost ovog izoenzima izmedu ogledne i kontrolne grupe
ovaca (p>0,05). Medusobnim poredenjem aktivnosti LDH;, u ovom epizootioloSkom
podrudju, izmedu oglednih grupa tri rase ovaca, uoc¢ava se najveca aktivnost kod sjenicko-
pesSterske pramenke, na nivou statistiCke zna€ajnosti razlika od p<0,05 u odnosu na il d
frans, i od p<0,001 u odnosu na Sarole rasu ovaca. Isti nivoi statistiCke znacajnosti razlika

utvrdeni su i medusobnim poredenjem kontrolnih grupa ovih rasa ovaca.
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Grafikon 43. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH, u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, u ispitivanim epizootioloskim podrucjima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05*; p<0,001***; (+)
statisticki znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001*""; (#) statisti¢ki
znadajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™; p<0,001""

125



Doktorska disertacija

mr sc. Blagoje Dimitrijevic

Tabela 33. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH, u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju I (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i II (s Lipe —

Smederevo)
Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
% LDH, SJenIF()::(:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
0] C 0] C [0) C [0) C
X 14.19 5.813 13.50 11.34 15.03 13.90 13.02 8.89
SD 2.89 1.24 2.22 1.22 2.24 3.46 1.23 2.83
SE 0.64 0.39 0.57 0.40 1.12 1.15 0.62 1.63
CV (%) 20.38 21.31 16.46 10.77 14.95 24.94 9.50 21.86
IV min 6.91 4.49 9.92 9.48 12.09 6.30 11.98 5.64
max 19.77 7.350 17.99 12.94 17.19 19.00 14.65 10.81
Mediana 14.38 5.330 13.19 11.09 15.41 14.51 12.72 10.24

Tabela 34. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH, u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju III (JuZni Banat) i IV (Obrenovac)

Parametar _ EpizootioloSko podrucje
lll Juzni Banat IV Obrenovac
% LDH, vlasrl;lamv(;t:gga virtemberg Sjen'r‘j:‘:r&enfgmka il d frans arole
(o) C (o) C (o) C (o) C (o) C

X 12.88 13.81 6.778 11.34 10.57 5.813 14.97 12.83 10.45 10.91
SD 189 | 150 | 092 | 1.22 2.28 1.24 238 | 2.71 0.57 0.99
SE 052 | 053 | 029 | 0.40 0.44 0.39 064 | 1.35 0.28 0.49
CcVv (°/o) 14.67 10.92 13.61 10.77 21.62 21.31 15.92 21.11 5.46 9.10
IV min 8.88 12.27 5.52 9.48 5.58 4.49 10.38 10.96 10.10 9.59
max 16.09 16.54 8.36 12.94 14.99 7.35 18.26 16.76 11.29 11.73
Mediana 12.73 13.28 6.580 11.09 10.89 5.330 15.79 11.81 10.20 11.17

Analizom izoenzimskog oblika LDH, uoCava se porast njegove aktivnosti u odnosu

na kontrolnu grupu, kod gotovo svih ispitivanih ovaca, osim u III epizootioloSkom

podrucju.

U I epizootioloSkom podrucju kod sjeni¢ko-peSterske pramenke povecanje aktivnosti

LDH; je na nivou statisticke znacajnosti od p<0,001, u odnosu na kontrolnu grupu. Kod

virtemberg rase ovaca porast aktivnosti LDH, je na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05,

u odnosu na kontrolnu grupu. Medusobnim poredenjem oglednih grupa ovaca, u I

epizootioloskom podrucju, uocava se malo veca aktivnost ovog izoenzima kod sjenicko-

pesSterske pramenke, ali je ona bez statisticke znacajnosti, u odnosu na virtemberg rasu

ovaca (p>0,05). Poredenjem kontrolnih grupa ovih rasa ovaca, uocava se veca aktivnost
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LDH; kod virtemberg rase ovaca, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,001, u odnosu na
kontrolnu grupu sjenicko-pesterske pramenke.

U drugom epizootioloSkom podrucju, takode se uocava porast aktivnosti LDH, u
prisustvu parazitske infekcije, ali je bez statistiCke znacajnosti razlika izmedu ogledne i
kontrolne grupe lipske pramenke (p>0,05). Kod virtemberg rase ovaca ovo povecanje
aktivnosti u odnosu na kontrolnu grupu ovaca, nalazi se na nivou statisticke znacajnosti
razlika od p<0,05. Medusobnim poredenjem oglednih i kontrolnih grupa lipske pramenke i
virtemberg rase ovaca, nisu uocene statisticki zna¢ajne razlike (p>0,05).

U III epizootioloskom podrucju uocava se pad aktivnosti LDH,, kod vlaske vitoroge
pramenke, ali bez statistiCke znacajnosti u odnosu na kontrolnu grupu ovaca (p>0,05).
Medutim, kod virtemberg rase ovaca pad aktivnosti LDH,, je na vrlo visokom nivou
statisticke znacajnosti, u odnosu na kontrolnu grupu ovaca (p<0,001). Medusobnim
poredenjem rasa ovaca, u III epizootioloskom podrucju, zapaza se veca aktivnost LDH; kod
vlaSke vitoroge pramenke u odnosu na virtemberg rasu, na nivou statisticke znac¢ajnosti od
p<0,001. I kod kontrolnih grupa ovih rasa ovaca, veca aktivnost LDH, uocena je kod vlaSke
vitoroge pramenke u odnosu na virtemberg (p<0,01).

U IV epizootioloskom podrucju aktivnost izoenzimskog oblika LDH; kod sjenicko-
pesterske pramenke bila je ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu, na nivou statisticke
znacajnosti razlika od p<0,001. Kod il d frans ovaca, takode je uocena veca aktivnost LDH,
u odnosu na kontrolnu grupu, ali bez statisticke znacajnosti (p>0,05). Kod Sarole rase ovaca
uocena je nesto niza aktivnost LDH,, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na kontrolnu
grupu ovaca (p>0,05). Medusobnim poredenjem aktivnosti LDH, kod ispitivanih rasa
ovaca u ovom epizootioloSkom podrucju, najveca aktivnost uo€ena je kod il d frans rase
ovaca, koja se od druge dve rase ovaca (sjenicko-peSterska pramenka i Sarole) razlikovala
na visokom nivou statisticke znacajnosti (p<0,001).

Kod kontrolne grupe il d frans ovaca aktivnost LDH, bila je statisticki znac¢ajno veca
u odnosu na kontrolnu grupu sjenicko-pesterske pramenke (p<0,001), dok je statisticka
znacajnost razlika izmedu Sarole rase i sjeniCko-pesterske pramenke bila na nivou od

p<0,01.
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Grafikon 44. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH; u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima
Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%*; p<0,001***; (+)
statisticki znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05‘+;‘p<0,001”+; (#)
statisticki zna¢ajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001™"

Tabela 35. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH; u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju I (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i II (s Lipe —

Smederevo)
Parametar _ _ I_Epizootioloéko podrucje _
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
% LDHs aeng::«;}p;s;grska virtemberg lipska pramenka virtemberg
o C o C o C o C
X 27.49 20.71 24.63 27.65 33.33 34.17 34.70 30.23
SD 2.03 2.42 4.01 1.52 1.85 3.17 3.78 0.85
SE 0.45 0.76 1.00 0.48 0.92 1.06 1.89 0.49
CV (%) 7.38 11.72 16.29 5.52 5.57 9.29 10.91 2.84
IV min 22.62 16.29 15.46 25.76 30.63 29.87 31.73 29.67
max 31.09 23.37 29.06 30.35 34.82 39.67 40.22 31.22
Mediana 27.66 21.16 25.63 27.46 33.93 34.20 33.43 29.81
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Tabela 36. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH; u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju III (JuZni Banat) i IV (Obrenovac)

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
% LDHs vlasrl;amvg:;gga virtemberg sleng:gr;]%ensktgrska il d frans Sarole
0 C (0] C (0] C (0] C 0] C

X 28.92 27.47 27.41 20.71 28.53 20.71 22.59 21.32 16.06 18.14
SD 3.44 4.76 2.92 2.42 3.59 2.42 4.57 3.54 0.63 0.97
SE 0.95 1.68 0.92 0.76 0.69 0.76 1.18 1.44 0.44 0.48
CV (%) | 11.90 | 17.34 | 1067 | 11.72 | 1259 | 11.72 | 20.26 | 16.63 | 3.92 5.35
v min 22.96 19.85 22.65 16.29 19.34 16.29 10.87 17.29 15.61 16.87
max 34.61 32.89 30.41 23.37 36.72 23.37 27.11 25.85 16.50 19.23
Mediana 29.23 28.11 28.95 21.16 28.35 21.16 24.14 20.50 16.06 18.22

Analizom aktivnosti izoenzima LDHj3; uocava se porast njegove aktivnost kod
sjenicko-pesterske pramenke, u I epizootioloSkom podrucju, u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,001). Kod ovaca virtemberg rase, u istom podrucju, uocen je pad aktivnosti LDH3 u
odnosu na kontrolnu grupu na, nivou statisticke znacajnosti od p<0,05. Medusobnim
poredenjem rasa ovaca na ovom podruc¢ju uocene su veée vrednosti LDH3; kod sjenicko-
pesterske pramenke u odnosu na virtemberg rasu (p<0,05) i nize vrednosti kod kontrolne
grupe sjenicko-pesterske pramenke u odnosu na kontrolnu grupu virtemberg rase ovaca
(p<0,001).

U 1II epizootioloSkom podru¢ju kod ogledne 1 kontrolne grupe lipske pramenke
aktivnost LDH3 bila je gotovo identi¢na. Kod ogledne grupe virtemberg rase ovaca uocava
se vec¢a aktivnost LDH3; u odnosu na kontrolnu grupu, ali bez statisticke znacajnosti
(p>0,05).

U III epizootioloSkom podrucju kod vlaske vitoroge pramenke uocava se neSto veca
aktivnost LDH3 u prisustvu parazitske infekcije, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu na
kontrolnu grupu ovaca (p>0,05). Nasuprot ovom nalazu, kod virtemberg rase povecana je
aktivnost ovog izoenzima u odnosu na kontrolnu grupu, na visokom nivou statisticke
znacajnosti (p<0,001). Medusobnim poredenjem oglednih grupa ove dve rase ovaca nisu
uocene statistiCki znacajne razlike u aktivnosti LDHj3 (p>0,05), ali je kod kontrolnih grupa
dokazana veca aktivnost ovog izoenzima kod vlaske vitoroge pramenke u odnosu na

virtemberg rasu ovaca (p<0,001).

129




Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

U IV epizootioloSkom podrucju najveca aktivnosti LDH3 je utvrdena kod sjenicko-
pesSterske pramenke. Izmedu ogledne i kontrolne grupe ovog soja pramenke, aktivnost
LDH; je bila na visokom nivou statisticke znaajnosti razlika (p<0,001). Ogledna i
kontrolna grupa il d frans rase ovaca nisu se razlikovale u aktivnosti ovog izoenzima
(p>0,05), dok je kod ogledne grupe Sarole rase ovaca utvrdena niZza aktivnost LDH3; u
odnosu na kontrolnu grupu, na nivou p<0,05. Medusobnim poredenjem ispitivanih rasa
ovaca, unutar ovog podrucja, najveca aktivnost LDH3 je uocena kod sjenicko-pesterske
pramenke, koja je bila na visokom nivou statisticke znaCajnosti razlika u odnosu na oglednu
grupu il d frans i Sarole rase ovaca (p<0,001). Izmedu kontrolnih grupa ovaca nije utvrdena
statisticka znacajnost razlika (p>0,05).

Analizom aktivnosti izoenzima LDH4 u I epizootioloSkom podrucju utvrden je pad
njegove aktivnosti u prisustvu parazitske infekcije. Ovaj pad aktivnosti bio je na nivou
statistiCke znacCajnosti razlika od p<0,05 izmedu oglednih i kontrolnih grupa i sjenicko-
pesSterske pramenke i virtemberg rase ovaca. Pri tome, veca aktivnost ovog izoenzima
utvrdena je kod kontrolne grupe virtemberg rase u odnosu na sjeni¢ko-pestersku pramenku,
na istom nivou statisticke znacajnosti razlika (p<0,05). Kod oglednih grupa ovih rasa ovaca
veca aktivnost LDHy je utvrdena kod virtemberg rase ovaca, ali bez statisticke znacajnosti
razlika (p>0,05).

U II epizootioloskom podrucju, kod lipske pramenke utvrdena je niza aktivnost LDHy4
u odnosu na kontrolnu grupu, ali bez statistiCke znacajnosti (p>0,05), dok je kod virtemberg
rase utvrdeno povecanje njegove aktivnosti na nivou statistiCke znacajnosti razlika od
p<0,05.

Medusobnim poredenjem aktivnosti LDHy, kod ispitivanih rasa ovaca, unutar ovog
podrucja, viSe vrednosti su utvrdene kod ogledne i kontrolne grupe lipske pramenke, ali bez
statisticke znacajnosti razlika u odnosu na oglednu i kontrolnu grupu virtemberg rase ovaca
(p>0,05). U III epizootioloskom podrucju, utvrdeno je blago povecanje aktivnosti LDHy4
kod vlaske vitoroge pramenke inficirane parazitima, ali bez statisticke znacajnosti u odnosu
na kontrolnu grupu ovaca (p>0,05). Kod ogledne grupe virtemberg rase utvrden je pad
aktivnosti LDH4 u odnosu na kontrolnu grupu ovaca, na visokom nivou statisticke

znacajnosti razlika (p<0,001).
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Grafikon 45. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDH, u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima
Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%*; p<0,001***; (+)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,00‘1f'”; (#) statisticki
znadajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001"""

Tabela 37. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH, u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju I (Sjeni¢ko-peSterska visoravan) i II (s Lipe —

Smederevo)
Parametar EpizootioloSko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
% LDH SJenlgllf;r;]%islzgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
° 4
(o] C (o] C (o] C (o] C
X 3.38 4.41 4.41 6.28 4.20 4.77 3.76 2.71
SD 0.87 1.49 2.09 1.69 0.95 1.87 0.34 0.37
SE 0.19 0.47 0.52 0.53 0.47 0.62 0.19 0.18
CV (%) 25.91 23.94 27.61 26.99 22.75 29.23 9.04 13.59
v min 2.26 2.90 2.10 3.35 3.48 2.69 3.51 2.35
max 5.21 8.14 9.78 9.13 5.61 8.85 4.15 3.12
Mediana 3.26 4.07 3.88 6.26 3.86 4.73 3.63 2.69

Medusobnim poredenjem

rasa, u ovom ispitivanom podrucju, nesto veca aktivnost

ovog izoenzima je utvrdena kod vlaske vitoroge pramenke u odnosu na virtemberg rasu, ali
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bez statistiCke znacajnosti razlika (p>0,05), dok je kod kontrolne grupe virtemberg rase
dokazana veca aktivnost LDH4 u odnosu na kontrolnu grupu vlaske vitoroge pramenke, na

nivou statisticke znaCajnosti razlika od p<0,05.

Tabela 38. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDH, u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju III (JuZni Banat) i IV (Obrenovac)

Parametar EpizootioloSko podrucje
lll Juzni Banat IV Obrenovac
% LDH, vlas:(aamv:r?krgga virtemberg slenggr;]%ensktgrska il d frans Sarole
o Cc 0 Cc 0 Cc o Cc o C
X 4.43 3.87 3.83 6.28 2.90 4.40 6.16 3.82 10.14 8.78
SD 2.01 1.74 0.74 1.69 1.25 1.49 2.09 1.99 0.17 0.88
SE 0.55 0.61 0.23 0.53 0.24 0.47 0.54 0.81 0.08 0.51

CV (%) 2542 | 25.20 | 19.42 | 26.99 23.29 23.94 | 23.88 | 22.03 1.74 10.11

IV min 2.35 2.17 1.86 2.59 3.35 1.18 2.90 3.07 2.18 9.95

max 3.12 8.82 7.33 4.96 9.13 6.17 8.14 10.08 6.46 10.34

Mediana 3.89 3.88 3.67 6.26 2.84 4.07 5.33 2.93 10.22 8.70

U IV epizootioloskom podrucju, jedino je kod sjenicko-pesterske pramenke utvrden
pad aktivnosti LDHy4 u prisustvu parazitske infekcije, u odnosu na kontrolnu grupu ovaca,
ali bez statisticke znacCajnosti razlika (p>0,05). Kod ostalih ispitivanih rasa (il d frans i
Sarole) dokazan je porast aktivnosti LDH, usled prisustva parazitske infekcije, u odnosu na
kontrolnu grupu, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05. Medusobnim poredenjem
ispitivanih rasa, statisticki znacajno veca aktivnost LDH4 je dokazana kod il d frans u
odnosu na sjeni¢ko-pestersku pramenku (p<0,001). Takode, kod Sarole rase aktivnost ovog
izoenzima bila je statisticki znacajno veca, kako u odnosu na sjenicko-pestersku pramenku,
tako i u odnosu na il d frans rasu ovaca (p<0,001).

Kontrolne grupe sjenicko-peSterske pramenke i1 il d frans rase ovaca nisu se
razlikovale u aktivnosti ovog izoenzima (p>0,05), ali je izmedu kontrolne grupe Sarole i
ovih rasa utvrden visok nivo statisticke znaCajnosti razlika (p<0,001).

Analizom relativne aktivnosti LDHs, u I epizootioloSkom podrucju, nije utvrdena
statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe sjenicko-pesterske pramenke
(p>0,05). Medutim, kod ogledne grupe virtemberg rase ovaca utvrdena je statisticki
znacajno veca aktivnost ovog izoenzima LDH u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001).

Medusobnim poredenjem ispitivanih rasa, u ovom podrucju, aktivnost LDHs bila je
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statisticki znacajno veca kod virtemberg rase u odnosu na sjenicko-pestersku pramenku, na

nivou p<0,01.

40-

+++

Grafikon 46. Izoenzimska raspodela relativne aktivnosti LDHs u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, u ispitivanim epizootioloskim podru¢jima

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%*; p<0,001***; (+)
statisticki znacGajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™"; p<0,001""; (#)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; p<0,001"

Tabela 39. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDHs u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju I (Sjeni¢ko-pesterska visoravan) i II (s Lipe —
Smederevo)

Parametar Epizootiolosko podrucje
| Sjenicko-pesterska visoravan Il selo Lipe - Smederevo
% LDHs SJenlrc):llf:r;]p;sktgrska virtemberg lipska pramenka virtemberg
o C o C 0 C 0 C
X 7.31 8.10 11.50 3.514 11.31 4.56 9.07 6.11
SD 4.35 1.42 2.54 0.91 3.54 1.31 2.51 0.46
SE 0.97 0.45 0.63 0.32 2.04 0.43 1.12 0.26
CV (%) 29.59 17.55 22.12 25.77 21.33 28.70 27.65 7.59
IV min 2.70 5.50 8.12 2.35 7.25 3.18 7.02 5.62
max 20.81 9.61 16.93 4.99 13.77 6.99 12.62 6.54
Mediana 5.77 8.31 11.40 3.38 12.92 4.78 7.62 6.19
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Tabela 40. Deskriptivni statisticki parametri izoenzimske raspodele relativne aktivnosti LDHs u
krvnoj plazmi ovaca, u epizootioloSkom podrucju III (JuZni Banat) i IV (Obrenovac)

EpizootioloSko podrucje

Parametar —
Il Juzni Banat IV Obrenovac
% LDHs vlasrl;amvg:;gga virtemberg sleng:gr;]%ensktgrska il d frans Sarole
0 C (0] C (0] C (0] C 0] C

X 9.93 5.49 6.65 7.58 6.53 8.10 10.69 9.96 33.39 32.37
SD 5.59 2.40 1.55 4.75 2.08 1.422 2.06 1.92 1.16 2.74
SE 1.61 0.85 0.49 1.58 0.40 0.45 0.59 0.86 0.58 1.37
cVv (°/o) 26.32 23.82 23.38 22.63 21.97 17.55 19.28 19.28 3.48 8.49
IV min 4.26 2.46 4.65 1.45 3.57 5.50 7.73 8.01 32.29 30.12
max 19.32 9.15 8.76 16.04 12.06 9.61 13.34 12.48 34.49 36.36
Mediana 7.49 4.70 6.51 7.35 6.17 8.31 11.59 9.54 33.39 31.49

Interesantno je, da je kod kontrolne grupe sjenicko-peSterske pramenke aktivnost
LDHs bila ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu virtemberg rase, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,05. U II epizootioloSkom podrucju, utvrdeno je povecanje aktivnosti
LDHs u grupama ovaca sa parazitskom infekcijom. Ovo povecanje aktivnosti LDHjs bilo je
kod lipske pramenke na nivou statistiCke znacajnosti od p<0,001, u odnosu na kontrolnu
grupu, i na nivou od p<0,05 kod virtemberg rase ovaca u odnosu na kontrolnu grupu.
Medusobnim poredenjem oglednih i kontrolnih grupa ispitivanih rasa, nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u aktivnosti izoenzima LDH;s (p>0,05). U III epizootioloSkom
podrudju, kod sjenicko-pesterske pramenke utvrdena je veca aktivnost izoenzima LDHs u
odnosu na kontrolnu grupu, na nivou p<0,05, dok izmedu ogledne i kontrolne grupe
virtemberg rase, u ovom podrucju, nije utvrdena statisticka znacajnost razlika (p>0,05).
Takode, nije utvrdena statistiCka znacajnost razlika, ni pri medusobnom poredenju oglednih
1 kontrolnih grupa ispitivanih rasa ovaca (p>0,05). U IV epizootioloSkom podrucju, kod
sjenicko-pesterske pramenke utvrden je pad aktivnosti LDHs, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,05, u odnosu na kontrolnu grupu ovaca. Kod il d frans i Sarole rase
ovaca, postoji blagi porast aktivnosti ovog izoenzima, u odnosu na kontrolne grupe, ali bez
statisticke znacajnosti razlika (p>0,05). Medusobnim poredenjem ispitivanih rasa ovaca,
unutar ovog podrucja, utvrdena je veca aktivnost LDHs kod ogledne grupe il d frans ovaca
u odnosu na oglednu grupu sjeni¢ko-pesSterske pramenke, na nivou statisticke znacajnosti
razlika od p<0,001. Izmedu kontrolnih grupa ovih rasa ovaca nije utvrdena statistiCka

znacCajnost razlika u aktivnosti LDHs (p>0,05). Kod Sarole rase aktivnost LDHjs bila je

134




Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

statisticki znacajno veca, kako u odnosu na il d frans tako i u odnosu na sjenicko-pestersku
pramenku, na nivou od p<0,001. Izmedu kontrolnih grupa sjeni¢ko-pesterske pramenke i il
d frans ovaca nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05). Medutim, aktivnost LDHjs
kod kontrolne grupe Sarole rase ovaca bila je statisticki znacajno veca, u odnosu i na
sjeni¢ko-pestersku pramenku i il d frans rasu ovaca (p<0,001).

Analizom dobijenih rezultata izoenzimske raspodele LDH,;s uofava se promena
njihove aktivnosti koja je u zavisnosti od ekstenziteta 1 intenziteta parazitske infekcije.
Vrsta prisutne parazitske infekcije je faktor koji odreduje izoenzimski profil LDH. Ovo se
moze objasniti razliitim putevima migracije razvojnih oblika razli¢itih vrsta parazita u
organizmu domacina. Ostecenja Celija i tkiva koja nastaju pri migraciji rezultiraju razli¢itim
izoenzimskim profilom LDH u krvnoj plazmi inficiranih Zivotinja.

Da bi utvrdili u kojoj meri su autohtone rase ovaca otpornije na prisutne parazitske
infekcije u odnosu na uvezene, posmatrano sa stanovista oksidativnog stresa, analizirali

smo ukupnu aktivnost SOD 1.

5.2.7. Uporedna analiza rezultata oksidativnog stresa kod autohtonih i uvezenih rasa

ovaca

Da bi utvrdili da 1i prisustvo parazitske infekcije ima uticaja na indukciju sinteze
SOD 1 analizirali smo rezultate unutar istih grupa ovaca koje su bile pozitivne na prisustvo
parazita i kontrolnih grupa ovaca, negativnih na prisustvo parazitske infekcije. Rezultati

analize prikazani su na grafikonu 47 i u tabeli 41.

40-
30-

20

10

Ukupna SOD P/g Hb

Grafikon 47. Ukupna aktivnost SOD 1 u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih
grupa pramenke i virtemberga

Legenda: (*) statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; (+) statisticki
znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05%; (#) statisti¢ki znacajna
razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01”
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Tabela 41. Deskriptivni statisticki parametri ukupne aktivnosti SOD 1 u eritrocitima autohtonih i
uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

Ukupna Grupe ovaca
SOD 1 autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X (P/gHb) 34,22 30,77 19,22 26,58
SD 11,58 10,26 2,05 2,77
SE 1,17 1,07 1,18 1,38

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti da u prisustvu parazita kod autohtonih rasa
ovaca dolazi do promene ukupne aktivnosti SOD 1, u odnosu na aktivnost ovog enzima kod
kontrolne grupe ovaca, na nivou statisticke znacajnosti p<0,05. Poredenjem aktivnosti SOD
1, ogledne i kontrolne grupe, kod uvezenih rasa ovaca je primecen je porast aktivnosti SOD
1, u prisustvu parazitskih infekcija, ali bez statistiCke znacajnosti (p>0,05).

Medusobnim poredenjem aktivnosti ovog enzima, izmedu inficiranih autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, utvrdena je veéa aktivnost SOD 1 kod autohtonih rasa ovaca, na nivou
statisticke znacCajnosti razlika od p<0,05. S druge strane, medusobnim poredenjem
kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa, dokazana je veca aktivnost SOD 1 kod
uvezenih rasa ovaca, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,01.

Aktivnosti katalaze autohtonih i uvezenih rasa ovaca prikazane su na grafikonu 48 i u tabeli
42.

40+

CAT U/g Hb

Grafikon 48. Aktivnost CAT u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa

pramenke i virtemberga

Legenda: (*) statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; (+) statisticki
znaCajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,0017"; (#) statisti¢ki znacajna
razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01"
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Tabela 42. Deskriptivni statistiCki parametri aktivnosti CAT u eritrocitima autohtonih i uvezenih
rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

CAT Grupe ovaca
autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X (U/gHb) 21,77 24,99 20,83 30,63
SD 6,48 6,19 0,84 4,09
SE 0,67 0,58 0,49 1,38

Analizom aktivnosti CAT izmedu ogledne i kontrolne grupe autohtonih rasa ovaca
primecen je blagi porast aktivnosti ovog enzima u prisustvu parazitskih infekcija, ali bez
statisticke znacajnosti, p>0,05. Kod uvezenih rasa ovaca uocen je pad aktivnosti CAT usled
prisustva parazitske infekcije, na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05, u odnosu na
kontrolnu grupu. Poredenjem aktivnosti CAT izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca
dokazan je pad aktivnosti ovog enzima kod autohtonih rasa, na nivou statisti¢ke znacajnosti
od p<0,001. Medusobnim poredenjem kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca,
primecena je veca aktivnost CAT kod uvezenih rasa ovaca, na nivou statisticke znaCajnosti
od p<0,01.

Da bi utvrdili da li postoji razlika u nivou lipidne peroksidacije u prisustvu parazitske
infekcije, kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca, odredivana je koncentracija MDA.

Rezultati ove analize prikazani su na grafikonu 49 i u tabeli 43.

nM MDA/gHb

Grafikon 49. Koncentracija MDA u eritrocitima autohtonih i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih

grupa pramenke i virtemberga

Legenda: (*) statisticki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,01**; p<0,001***; (+)
statisti¢ki znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,05"; (#) statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001"**
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Tabela 43. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije MDA u eritrocitima autohtonih i
uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

MDA Grupe ovaca
autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X_(nM/gHb) 37,38 41,51 7,41 25,42
SD 10,92 10,74 4,91 3,59
SE 1,16 1,53 2,00 2,07

Analizom koncentracije MDA izmedu ogledne i kontrolne grupe autohtonih rasa
ovaca primecen je porast koncentracije MDA u prisustvu parazitskih infekcija, na nivou
statisticke znacajnosti od p<0,001. Kod uvezenih rasa ovaca uocen je takode porast
koncentracije ovog parametra usled prisustva parazitske infekcije, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,01, u odnosu na kontrolnu grupu. Poredenjem koncentracije MDA
izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca dokazano je poveéanje koncentracije MDA kod
uvezenih rasa, na nivou statistiCke znacajnosti od p<0,05. Medusobnim poredenjem
kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, primecena su veca oStecenja cCelijske

membrane kod uvezenih rasa ovaca, na vrlo visokom nivou statisticke znacajnosti, p<0,001.

Da bi utvrdili da 1i postoji razlika u nivou nitrozativnog stresa izmedu autohtonih i
uvezenih rasa ovaca, analizirali smo koncentraciju nitrita. Rezultati ove analize prikazani su

na grafikonu 50 1 u tabeli 44.

20+

Grafikon 50. Koncentracija nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih

grupa pramenke i virtemberga
Legenda: (*) statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; (+) statisticki
znatajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001™"*
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Tabela 44. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije nitrita u krvnoj plazmi autohtonih i
uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

NO, Grupe ovaca '
autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X (UML) 10,69 13,90 11,56 10,55
SD 3,97 5,71 1,18 1,45
SE 0,43 0,76 0,68 0,59

Analizom koncentracije nitrita izmedu ogledne i kontrolne grupe autohtonih rasa
ovaca nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05). Kod uvezenih rasa ovaca utvrden
je porast koncentracije nitrita u grupi ovaca inficiranih parazitima, na nivou statisticke
znacajnosti od p<0,05, u odnosu na kontrolnu grupu. Poredenjem koncentracije nitrita
izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca dokazano je povecanje koncentracije ovog
parametra kod uvezenih rasa ovaca inficiranih parazitima, na vrlo visokom nivou statisticke
znacajnosti, p<0,001. Medusobnim poredenjem kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa
ovaca, nije primecena statisticki znacajna razlika u koncentraciji nitrita (p>0,05).

Da bi utvrdili da li postoji razlika, izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca, u nivou
oksidativnih modifikacija proteina u prisustvu parazitskih infekcija, analizirali smo
koncentraciju karbonilnih 1 tiolnih grupa. Rezultati ove analize prikazani su na grafikonima

51152, 1u tabelama 45 1 46.
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Grafikon 51. Koncentracija karbonilnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca i
kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

Legenda: (*) statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,05%; (+) statisticki
znacajna razlika izmedu oglednih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,01™*

139



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevic

Tabela 45. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije karbonilnih grupa u krvnoj plazmi
autohtonih i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

Karbonilne Grupe ovaca
grupe autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X (UML) 8,79 10,17 7,50 8,05
SD 3,99 3,01 0,55 1,52
SE 0,39 0,30 0,22 0,48

Analizom koncentracije karbonilnih grupa, izmedu ogledne i kontrolne grupe
autohtonih rasa ovaca nije utvrdena statisticki znacajna razlika (p>0,05). Kod uvezenih rasa
ovaca utvrden je porast koncentracije karbonilnih grupa u ovaca inficiranih parazitima, na
nivou statisticke znacajnosti od p<0,05, u odnosu na kontrolnu grupu. Poredenjem
koncentracije karbonilnih grupa, izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca dokazano je
povecanje koncentracije ovog parametra kod uvezenih rasa ovaca inficiranih parazitima, na
visokom nivou statisticke znacajnosti, p<0,01. Medusobnim poredenjem kontrolnih grupa
autohtonih i uvezenih rasa ovaca, nije primecena statisticki znacajna razlika u koncentraciji

karbonilnih grupa (p>0,05).
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Grafikon 52. Koncentracija tiolnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih i uvezenih rasa ovaca i

kontrolnih grupa pramenke i virtemberga
Legenda: (*) statistiCki znacajna razlika izmedu ogledne i kontrolne grupe ovaca, na nivou: p<0,001#**; (#) statisticki
znadajna razlika izmedu kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca, na nivou: p<0,001™"

Analizom koncentracije tiolnih grupa, izmedu ogledne i kontrolne grupe autohtonih

rasa ovaca utvrden je pad koncentracije tiolnih grupa izazvan prisustvom parazitske
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infekcije, na vrlo visokom nivou statisticke znacajnosti razlika (p<0,001). Kod uvezenih
rasa ovaca nije utvrdena pomena u koncentraciji tiolnih grupa u prisustvu parazitskih
infekcija u odnosu na kontrolnu grupu (p>0,05). Poredenjem koncentracije tiolnih grupa
izmedu autohtonih i uvezenih rasa ovaca nije dokazana promena u vrednosti ovog
parametra (p>0,05). Medusobnim poredenjem kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa
ovaca, uoCene su statistiCki znacajno niZze vrednosti koncentracije tiolnih grupa kod

uvezenih rasa ovaca, na nivou (p<0,001).

Tabela 46. Deskriptivni statisticki parametri koncentracije tiolnih grupa u krvnoj plazmi autohtonih
i uvezenih rasa ovaca i kontrolnih grupa pramenke i virtemberga

Tiolne Grupe ovaca
grupe autohtona uvezena C pramenka | C virtemberg
X (UML) 326,10 323,10 834,20 286,40
SD 145,20 94,95 59,83 46,13
SE 13,54 9,05 42,30 14,59

Da bi utvrdili da 1i u prisustvu parazitskih infekcija dolazi do promena u ukupnoj
aktivnosti SOD 1, kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca, izvrSena je korelaciona analiza
izmedu intenziteta parazitskih infekcija, izraZenog kao broj jaja/gramu fecesa i ukupne
aktivnosti SOD 1, izrazene kao P/gHb. Rezultati analize prikazani su na grafikonima 53 i
54.

Analizom ukupne aktivnosti SOD 1 kod autohtonih rasa ovaca jasno se uocava
zavisnost aktivnosti enzima od intenziteta parazitske infekcije. Kod blagog intenziteta
parazitske infekcije (<500 jaja/g fecesa) aktivnost SOD 1 je 9,2+1,1 P/gHb. Kod srednjeg
intenziteta parazitske infekcije (500-1000 jaja/g fecesa), aktivnost SOD 1 se povecava za
oko 100%. Kod visokog intenziteta parazitske infekcije ukupna aktivnoist SOD 1 je
iznosila 30+2 P/gHb.

Analizom ukupne aktivnosti SOD 1 kod uvezenih rasa ovaca takode se uocava
zavisnost aktivnosti enzima od intenziteta parazitske infekcije. Kod blagog intenziteta
parazitske infekcije (<500 jaja/g fecesa) aktivnost SOD 1 je 10,5+1,2 P/gHb. Kod srednjeg
intenziteta parazitske infekcije (500-1000 jaja/g fecesa), aktivnost SOD 1 se povecava za
oko 150%. Kod visokog intenziteta parazitske infekcije ukupna aktivnoist SOD 1 je
iznosila 40,7£0,9 P/gHb.
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Grafikon 53. Uticaj intenziteta parazitske infekcije na ukupnu aktivnost SOD 1 kod autohtonih rasa
ovaca
Legenda: Uzorci SOD 1, 5 i 6 kod ovaca sa blagim intenzitetom parazitske infekcije; uzorci SOD 1, 8 i 9 kod ovaca sa

srednjim intenzitetom parazirske infekcije i uzorci SOD 1, 1-4, 7 i 10 kod ovaca sa visokim intenzitetom parazitske
infekcije
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Grafikon 54. Uticaj intenziteta parazitske infekcije na ukupnu aktivnost SOD 1 kod uvezenih rasa

ovaca
Legenda: Uzorci SOD 1, 10 kod ovaca sa blagim intenzitetom parazitske infekcije; uzorci SOD 1, 9 kod ovaca sa
srednjim intenzitetom parazirske infekcije i uzorci SOD 1, 1-8 kod ovaca sa visokim intenzitetom parazitske infekcije

Analizom rezultata ukupne aktivnosti SOD 1, iz nagiba prave, jasno se uo€ava da je

kod uvezenih rasa ovaca aktivnost ovog enzima povecana u prisustvu parazitske infekcije.
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5.3. Oksidativne modifikacije (degradacija) SOD 1 u ogledima in vitro izazvana

razli¢itim koncentracijama i vremenom tretiranja sa vodonik-peroksidom

5.3.1. Inhibicija ukupne aktivnosti SOD 1 razli¢itim koncentracijama vodonik-

peroksida i vremena inkubiranja

Inkubiranje izolovane SOD 1 iz eritrocita ovaca sa razlicitim koncentracijama H,0O,
(0,15 mM, 0,3 mM, 1,5 mM 3mM, 15mM i 30 mM) tokom 30 min, 1h, 2h i 3h rezultiralo
je evidentnim gubitkom aktivnosti ovog enzima (Tabela 47). Skoro 15% aktivnosti SOD 1
bilo je smanjeno kada je ovaj enzim izloZen dejstvu 1,5 mM H;O,, 1 viSe od 28%
inaktivacije je uocCeno nakon izlaganja 30 mM H,O; u trajanju od 30 min. Gubitak

aktivnosti enzima bio je jasno zavisan od koncentracije H,O, (Grafikon 55).

120- .
-~ 30 min
< 100 in vitro = 1h
a -+ 2h
3 e - 3h
T2 19 4 S=logaoms o
S 60
e
40-
) ) ) ) ) ) 1

0.15 0.30 1.5 3.0 15 30 mM H,0,
a) b)

Grafikon 55. Aktivnost SOD 1 u prisustvu razliCitih koncentracija vodonik peroksida;a)
elektroforegram SOD 1; 1-kontrola; 2-8 koncentracije vodonik peroksida od 0,15 do 30 mM,
inkubiranih 30 do 180 min b) ukupna aktivnost SOD 1 u zavisnosti od koncentracije i vremena
inkubiranja sa H,O,

Za jedan sat vremena inkubiranja smanjena je aktivnost enzima za 24,56% pri
koncentraciji H,O; od 3,0 mM, dok je aktivnost enzima smanjena za 33,90% 1 40,43% pri
tretiranju sa 15 mM i 30 mM H,0,.

Sa produzenjem vremena inkubiranja enzima i poviSenjem koncentracije H,O,
aktivnost SOD 1 je inhibirana. Procenat aktivnosti ovog enzima u prisustvu razli¢itih

koncentracija H,O; i vremena ekspozicije prikazan je na grafikonu 55.
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Tabela 47. Aktivnost SOD 1 u zavisnosti od koncentracije i vremena inkubiranja sa H,O,

Aktivnost SOD 1 (P/gHDb)
oo Vreme inkubacije (min)
(mM) 0 30 60 120 | 180
0,15 21,42 | 21,06 | 17,76 | 16,12 | 1343
0,3 21,32 | 19,65 | 1549 | 15,94 | 13,76
15 21,37 | 18,07 | 16,98 | 15,53 | 13,00
3,0 21,20 | 19,61 | 16,16 | 1425 | 12,48
15 21,19 | 19,15 | 14,60 | 12,00 | 10,92
30 2122 | 1534 | 12,76 | 12,00 | 10,48

5.3.2. Elektroforetsko razdvajanje izolovane i modifikovane SOD 1

Modifikacija SOD 1 nakon izlaganja H,O, ispitivana je poliakrilamid gel
elektroforezom (PAGE) u nedenaturiSu¢im (S1. 10) i denaturiSu¢im (SDS) uslovima (SI.
11), kao i izolektrofokusiranjem (S1. 12). NedenaturiSu¢i gelovi (S1. 10) jasno su pokazali
formiranje nekoliko traka nakon oksidativne modifikacije SOD. Interesantno je da je
izlaganje H,O; rezultiralo u formiranju najmanje 5 traka demonstrirajuci da je H,O, zaista
sposoban da modifikuje enzim na nacin slican O,”. Molekulske mase dobijenih traka
iznosile su: 31,84 kDa, 26,91 kDa, 21,97 kDa, 15 kDa 1 13 kDa. Molekulske mase
dobijenih traka izraCunate su na osnovu bazdarnog dijagrama konstruisanog na osnovu log
Mr standarda proteina i njihove pokretljivosti u poliakrilamid gelu (y = 2,053 — 0,8965, r =
0,9909).
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Slika 10. a) Elektroforegram SOD 1 inkubirane sa vodonik-peroksidom; b) denzitogram SOD 1
nakon elektroforetskog razdvajanja
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Rezultati prikazani na slici 10 mogu da se objasne izmenom naelektrisanja ili
direktnom fragmentacijom proteina. Mogucénost direktne fragmentacije proteina bila je
dokazana izvodenjem SDS-PAG elektroforeze gde su uocene proteinske trake niskih
molekulskih masa od 10 do 15 kDa. Osim toga, izoelektricno fokusiranje (Slika 12) je
pokazalo da su promene naelektrisanja bile delimi¢no odgovorne za razliCite proteinske

trake uocene na SDS gelu (Slika 11).

Ovi rezultati pokazuju da SOD 1 podleZe ranoj, delimi¢noj denaturaciji pri izlaganju
oksidativnim uslovima, povecavaju¢i na taj nafin moguénost za brzu degradaciju
modifikovanog proteina. Pored toga, trake uocene tokom oksidativnog izlaganja mogu
ukazivati na to da reakcija H,O, ili O,” sa SOD 1 mozZda nije slucajna, ve¢ pre
podrazumeva mesto-specificne modifikacije ovog enzima.

Inkubiranjem uzorka izolovane SOD 1 sa ve¢om koncentracijom vodonik-peroksida i
u duzem vremenskom intervalu dovodi do pojave veceg broja traka manjih molekulskih
masa od 16 kDa kao 1 pojavu traka ve¢ih molekulskih masa. Rezultati analize prikazani su
na slici 11.

ka

122.89

16 L& B

A
10 0.00 ol ph
o 1.41

Inches
a) b)

Slika 11. a) SDS-PAGE SOD 1 na 12% gelu nakon inkubiranja sa vodonik-peroksidom; b)
denzitogram SOD 1 nakon elektroforetskog razdvajanja

5.3.3. Izoelektrofokusiranje izolovane i modifikovane SOD 1

Rezultati analize izolektrofokusiranja SOD 1 dati su na slici 12. Izoelektri¢na tacka

izraCunata je koriS¢enjem standarda i konstruisanjem jednacCine prave na osnovu
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pokretljivosti markera i njihove pl vrednosti (srednja vrednost od 3 izmerena IEF gela)
Izoelektri¢na tacka izolovanog enzima iznosila je 6,42. Dodatna, slabija proteinska traka je
vidljiva na svim gelovima i ima vrednost pI 5,0. Uzorak je nanoSen na samom kraju
kiselog regiona. Prisustvo SOD 1 sa pl vredno$¢u od 5,0 ukazuje na post-translacione

modifikacije ovog enzima, izazvane H,O,, pri ¢emu se menja naelektrisanje enzima.

pH gradijent IEF gela

12

" f
M./v y =0.7873x +3.364
R’ =0.9946

pH

o N B O
4

0 2 4 6 8 10

cm gela

b)

Slika 12. Izoelektri¢no fokusiranje na gelu sa pH vredno$c¢u u opsegu od 4-10; (svi gelovi su izvedeni
u automatskom elektroforeza gel sistemu), a) jednacina prave standarda proteina sa pl vrednostima; b)
SDS-PAGE SOD 1

5.3.4. Teéno-masena spektralna analiza izolovane i modifikovane SOD 1

U cilju blize karakterizacije izolovane SOD 1 iz eritrocita ovaca izvrSena je te¢no-
masena spektralna analiza ovog enzima. Rezultati ove analize prikazani su na slikama od
13 do 19.

Teéno-masenom spektralnom analizom dokazano je prisustvo glavnog pika od 29,05
kDa. Pored ovog pika dokazano je minorno prisustvo pika od 14,5 kDa $to ukazuje da je u
uzorcima izolovane SOD 1 prisutan i monomer ovog enzima, kao i njegov dimer, od 57,3
kDa, prisustan u tragovima.

Teorijskom simulacijom, koriS¢enjem kompjuterskog programa Discovery Studio
Visualizer 3.0 (USA), a na osnovu poznatih aminokiselinskih sekvenci SOD 1 izracunata

molekulska masa ovog enzima je 31,39 kDa, dok je njena pl vrednost iznosila 6,14.
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B Mass reconstruction of +TOF MS: 0.388 min from SB_SOD-liof_MK200V_pos2.wiff Agilent Max. 4.5e4 cps.
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Slika 13. Te¢no-maseni spektar nemodifikovane ov¢ije SOD 1 (kontrola)
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Slika 14. Te¢no-maseni spektar nemodifikovane ov¢ije SOD 1
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B Mass reconstruction of +TOF MS: 1.283 min from SB_SOD-razbl_MK200V_pos1.wiff Agilent
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Slika 15. Te¢no-maseni spektar nemodifikovane ov¢ije SOD 1
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Slika 16. Gasno-maseni spektar nemodifikovane ov¢ije SOD 1
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Slike 17 i 18. Gasno-maseni spektar koncentrovane i razblaZzene nemodifikovane ovcije SOD 1
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Karakteristi¢ni, najintenzivniji pikovi nastali masenom fragmentacijom izolovane
SOD 1 su: 855, 881, 908, 938, 969, 1038, 1039 m/z. Pored navedenih identifikovani su i
joni manjih molekulskih masa 1 to: 831, 808 1 786 m/z. Navedeni fragmentacioni joni
ukazuju da je verovatno doSlo do karbonilovanja SOD 1, kao i1 oksidativne modifikacije

slobodne SH grupe.

5.3.5. Elektron-spin paramagnetna rezonanca izolovane i modifikovane SOD 1

Da bi utvrdili da i vodonik-peroksid dovodi do stvaranja hidroksilnog radikala nakon
dejstva na izolovanu SOD 1 izvrSena je ESPR analiza. Rezultati ove analize prikazani su na
slici 19.

Slika pokazuje da kada je SOD 1 izloZena uticaju H,O, dolazi do produkcije azot-
dioksid radikala, Sto je potvrdeno spektralnom simulacijom. Pre dodavanja H,O, nije bilo
detektabilne produkcije radikala. Produkcija je bila sli€énog intenziteta u svim uzorcima, s

tim da se moZe uociti blago povecana produkcija u uzorcima 2 i 3 (paneli B i C na slici 19).

A 20 Gausa
WMMWWWWWWWM\’WWWWMW

B

C
AP AAAN Abyhptmsdt

D

Slika 19. ESPR spektri DEPMPO adukta u rastvoru Cu,Zn-SOD tretirane vodonik peroksidom. A)
Uzorak 1; B) Uzorak 2; C) Uzorak 3; D) Uzorak 4; Svaki spektar predstavlja akumulaciju tri
eksperimentalna spektra. Sivo - spektralna simulacija signala DEPMPO/O adukta koji predstavlja
proizvod raspada DEPMPO/NO, adukta.
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5.4. Korelacija intenziteta parazitskih infekcija sa izoenzimskim oblicima SOD 1

Da bi utvrdili da li izoenzimski oblici SOD 1 mogu da se koriste kao parametri
parazitskih infekcija izvrSili smo korelaciju izoenzimskih oblika SOD 1 i intenziteta
parazitske infekcije kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca. Rezultati ove analize prikazani

su u tabeli 48.

Tabela 48. Korelaciona analiza izoenzimskih oblika SOD 1 i intenziteta parazitskih infekcija kod
ovaca

Vrsta i intenzitet Pearson-ov koeficijent korelacije (r?)
parazitske infekcije Ukupna Izoenzimski oblici SOD 1
SOD 1 SOD1-1 [ SOD1-2 | SOD1-3 | SOD14 | SOD1-5
sjeni¢ko-pesterska pramenka (I)
Trichostrongylidae 0,129™ 0,111™ 0,209ns 0,207ns 0,182ns /
Protostrongylidae 0,085™ 0,078™ -2,969ns 0,136ns 0,195ns 0,896%*
Anoplocephalidae -0,044™ -0,084™ 0,003ns 0,253ns 0,321* 0,583ns
Nematodirinae -0,180™ -0,261™ 0,052ns 0,415%* 0,172ns -0,799%*
Trichuris 0,202™ 0,482"™ -0,589ns -0,766* -0,362ns 1,00
virtemberg (I)
Trichostrongylidae 0,230ns 0,366ns -0,065ns -0,116ns -0,262ns 0,345ns
Protostrongylidae 0,340ns 0,215ns 0,308ns 0,031ns 0,105ns -(),753%%*
Anoplocephalidae 0,055ns 0,146ns 0,067ns -0,010ns -0,234ns -0,198ns
Nematodirinae 0,102ns -0,056ns 0,393* 0,368* -0,025ns -0,378ns
Trichuris spp 0,409ns 0,564ns -0,031ns -0,347ns -0,228ns /
lipska pramenka (IT)

Trichostrongylidae 0597 | 0321 [ -0,129 | -0,142 | -0,742% /

virtemberg (II)
Trichostrongylidae -0,127 -0,257 0,102 -0,110 -0,298 /
Strongyloides spp -0,622% -0,772%% 0,005 0,262 0,317 /
Trichuris spp / / / / /
Protostrongylidae 0,171 0,119 0,238 0,488 -0,420
Nematodirinae -0,998+*x% | -(,975%%* | .(),98] *** -(0,973#:** -0,912%**

vlaska vitoroga pramenka (III)

Trichostrongylidae 0,626ns 0,487ns 0,704ns 0,033ns 0,984** -0,789ns
D. dendriticum -0,928* -0,833ns -0,581ns -0,552ns -0,742ns 0,835ns

virtemberg (II1)
Trichostrongylidae 0,384ns 0,327ns 0,369ns 0,102ns -0,233ns /
D. dendriticum 0,785%* 0,810%* -0,151ns -0,195ns 0,178ns /

sjeni¢ko-pesterska pramenka (IV)

Trichostrongylidae -0,205ns -0,202ns -0,247ns -0,312ns -0,185ns /
D. dendpriticum
Nematodirinae 0,215ns 0,178ns 0,477ns 0,341ns -0,072ns 0,116ns
Trichostrongylidae 0,375ns -0,860*** -0,059ns -0,101ns -0,293ns 0,345ns

11 d Frans (IV)
Trichostrongylidae 0,485%** 0,225ns 0,302* / / /
Protostrongylidae 0,795%%=* -0,277ns | 0,877%%* / / /
D. dendriticum (,95%** (,92%:%% / / / /

*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ns — nema statisti¢ke znacajnosti
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Izoenzimski oblici SOD 1 koreliraju sa intenzitetom parazitske infekcije na sledeci
nacin: SOD 1-1 negativno korelira sa Trichostrongylidae, Nematodirinae, Strongyloides
spp sa blagim i srednjim intenzitetom parazitske infekcije. Izoenzimski oblik SOD 1-2
pozitivno korelira sa Trichostrongylidae, Protostrongylidae, Nematodirinae 1 D.
dendriticum sa visokim intenzitetom parazitske infekcije uvezenih rasa ovaca. SOD 1-3
negativno korelira sa Nematodirinae i Trichuris spp kod blagog intenziteta parazitske
infekcije kod autohtonih i uvezenih rasa ovaca, dok pozitivno korelira sa Nematodirinae
kod visokog intenziteta parazitske infekcije. Izoenzim SOD 1-4 pozitivno korelira sa
Anoplocephalidae sa visokim intenzitetom parazitske infekcije kod autohtonih rasa ovaca.
SOD 5 pozitivno korelira sa Protostrongylidae kod visokog intenziteta parazitske infekcije.
Kod blagog intenziteta parazitske infekcije dolazi do naruSavanja strukture SOD 1 i gubitka
njene aktivnosti. Kod uvezenih rasa ovaca dolazi do povecanja aktivnosti izoenzimskog
oblika SOD 1-2 kao posledice narusavanja glavnog i dominantnog oblika SOD 1-1. Kod
visokog intenziteta parazitske infekcije postoji pozitivna korelacija sa odgovaraju¢im

izoenzimskim oblicima SOD 1 (SOD 1-2, SOD 1-4, SOD 1-5).
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6. DISKUSIJA

U klinickoj patologiji ovaca parazitske infekcije zauzimaju znaCajno mesto 1 pored
zdravstvenog, predstavljaju i veliki ekonomski problem u uzgoju ovaca. Ovce su visoko
prijemcive na infekciju parazitima, ¢ak i u uslovima vrlo niske infekcije pasSnjaka (Chauvin i sar.,
2001; Suarez i sar., 2009). Naime, nacin paSe koji podrazumeva unosenje delova trave vrlo blizu
zemljiSta, kao 1 same zemlje (dnevno ovca unese 1 do pola kilograma zemlje u svoj digestivni
trakt) predstavlja glavni faktor koji ovce predisponira na infekcije parazitskim vrstama (Al-
Shaibani i sar., 2008). Na taj nacin, ovce omogucavaju odrzavanje i amplifikaciju intenziteta
parazitske faune u jednom epizootioloSkom podrucju i istovremeno, mogu posluziti kao
,indikator* vrsta Zivotinja prisutne parazitske faune u nekom podrucju (Saleh, 2008; Kenyon 1
sar., 2009). Takode, ocekuje se da ¢e zbog klimatskih promena, tj. globalnog otopljavanja, i sve
vece rezistencije na postojece antihelmintike (Fleming i sar., 2006) problem parazitskih infekcija
kod malih preZivara dobijati na znacaju u buducnosti (Hudson i sar., 2006; Van Dijk i sar., 2010;

Martinez-Valladares i sar., 2013).

Posmatrano sa aspekta evolucije, uspeSnost nekog parazita se ne meri jaCinom i vrstom
poremecaja koji izaziva u domacinu, ve¢ njegovom sposobnoS¢u adaptacije i integracije u
unutrasnju sredinu domacina. Nasuprot akutnim, u vecini sluCajeva kratkotrajnim infekcijama
koje izazivaju bakterije i virusi, infekcije izazvane parazitskim protozoama ili helmintima su
hroni¢nog toka i parazit moze biti perzistentno prisutan u domacinu za duZzi vremenski period.
Idealno uspeSan parazit ¢e regulisati imunski odgovor domacina, suprimirajuc¢i ga samo do te
mere koja ¢e obezbediti opstanak parazita u domacinu, ne remete¢i u isto vreme odgovor
domacina na druge patogene koji bi mogli dovesti do smrti domacina (Maizels i sar., 2004; Dzik,

2005).

Patogeno delovanje parazita na ili u domacinu je razli¢ito i moze biti: 1. mehanicko
delovanje, 2. toksi¢no delovanje, 3. imunoloski posredovan patogeni efekat, 4. oduzimanje hrane

1 esencijalnih supstanci od domacina, 5. uticaj na metabolizam domacina, 6. unosSenje u domacina
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bakterija, virusa i drugih mikroorganizama i 7. smanjenje otpornosti domacina prema bakterijama,

virusima i drugim parazitima (Tizard, 2008).

Veliki broj vrsta parazita, specijalno helminata, pri svom endogenom razvoju migriraju kroz
razli¢ite organe domacina razaraju¢i njihova tkiva. Ovaj vid mehani¢kog patogenog delovanja
parazita je veoma znacajan. Na ovaj nacin paraziti deluju tokom prodiranja u domacina, tokom
migracije njihovih razvojnih oblika kroz organizam, tokom boravka u stalnom mestu njihove
lokalizacije 1 izlaska iz njega. NajznaCajnija oSte¢enja nastaju tokom migracije parazita kroz
pojedine organe, narocito ako je migracijom obuhvacen veci broj organa (Theodoropoulos i sar.,

2001).

Na domacina moZze delovati toksi¢no Citav niz materija koje proizvode paraziti i izlucuju ih
u sredinu u kojoj Zive. Isto tako, i supstance oslobodene u domacinu posle smrti i raspadanja
parazita mogu delovati kao toksi¢ne materije. Sve ove materije mogu delovati lokalno na tkivo
organa u kome paraziti Zive ili, posle resorbovanja u krvotok i tkivne tecnosti, i na druge organe
domacina koji nemaju direktne veze sa parazitima. Proizvodi Zivih parazita koji su Stetni za
domacina mogu biti pravi toksini kao i materije koje paraziti proizvode fizioloSkim procesima
svog metabolizma. Veoma je mali broj parazita koji uopSte proizvode prave toksine (npr.
sarkocistin kod Sarcocystis spp). Uobicajeno je da se pod parazitskim toksi¢nim materijama
podrazumevaju proizvodi njihovog metabolizma i1 sekrecije, koji Stetno deluju na domacina.
Krajnji proizvodi metabolizma parazita rezultat su njihove normalne ekskretorno-sekretorne
funkcije 1 oznaceni su zajednickim imenom kao ekskretorno-sekretorni proizvodi. Do sada je
relativno malo poznato koje su to sve materije, jer je uopste relativno malo i istrazeno u oblasti

metabolizma samih parazita (O’ Neill i sar., 2001; Dzik, 2005).

Mada termin “helminti” pokriva polifiletsku grupu, kao $to su nematode na jednoj strani,
a trematode i cestode na drugoj strani, svi parazitski organizmi imaju zajednicku istoriju Zivota —
evoluciju, sa ostalim slobodno-Zive¢im organizmima, tako da koriste univerzalne molekule za
veoma razlicite funkcije. Ovakva adaptacija je podrazumevala ili uspeSno savladavanje ili
izbegavanje imunskog sistema domacina. Parazitski helminti prema tome nisu loSe adaptirani
patogeni organizmi ve¢ u potpunosti adaptirani obligatni paraziti Ciji opstanak zavisi od
mogucnosti dostizanja pune adaptacije na domacina. Posledicno tome, oni obi¢no uzrokuju

srednje teSke ili subklinicke forme bolesti (Idris i sar., 2012). Paraziti uzrokuju bolest, a ne smrt.
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Samo u slucaju kada helminti invadiraju domacina na koga nisu u potpunosti adaptirani ili u
neobic¢no velikom broju dolazi do pojave klinicki ispoljene bolesti. Takode, posebno su ugrozene
mlade kategorije, kao i gravidne jedinke (Bishop i Stear, 2001). Iz ovoga sledi jedna od bitnih
karakteristika infekcije crevnim nematodama, a to je, vrlo Siroka varijacija prisustva parazita
unutar populacije Zivotinja. Obi¢no ne postoji normalna distribucija, ali se ipak moZe uociti jedan
obrazac raSirenosti parazitske infekcije u nekoj grupi Zivotinja. Drugim re¢ima, minimalan broj
domacina moze biti utocCiSte vecini parazita. Na taj nacin, veéina zZivotinja moZe biti inficirana sa
svega nekoliko parazita (blagi intenzitet infekcij), ali i nekoliko Zivotinja, unutar iste populacije,
moze sadrzati veliki broj parazita (visok intenzitet infekcije). Veli¢ina opterecenosti domacina
parazitima je kontrolisana domacinovim genetskim faktorima i prirodom imunskog odgovora na
ove parazita. Neke Zivotinje mogu biti predisponirane na teSku infekciju kao rezulat genetskih,
bihejvorialnih, nutricionistic¢kih ili faktorima sredine. Ova predispozicija moze takode da ukazuje

na razlike u ekspoziciji, prijem¢€ivosti ili rezistenciji (Dzik, 2005; Tizard, 2006; Dzik, 2010).

Jednostrana introdukcija visokoproduktivnih rasa, neminovno je dovelo do gubitka interesa
za gajenje autohtonih, niskoproduktivnih rasa, a samim tim do gubitka biodiverziteta autohtonih
animalnih genetickih resursa u celom svetu. Imajuci u vidu znacaj geneticke varijabilnosti za
opstanak vrste, predloZen je globalni internacionalni program za proucavanje i zastitu animalnih
genetickih resursa, to jest ugroZenih rasa i varijeteta (The state of the world’s animal genetic
resources for food and agriculture, FAO 2007). U tom smislu je razvijena metodologija za
sprovodenje ovog programa koja izmedu ostalog ukljucuje i procedure za opisivanje i
karakterizaciju rasa, fenotipske i fizioloske osobine koje karakteriSu rasu, adaptiranost na uslove
gajenja, kao i formiranje baze podataka za utvrdene karakteristike (Domestic Animal Diversity
Information System, DAD 1S, 2012). Na osnovu dobijenih podataka procenjuje se status rase ili
soja u jednoj zemlji i donosi odluka o primeni odgovaraju¢e metode za konzervaciju rase. Na
osnovu dosadasnjeg rada na konzervaciji populacija, formirao se stav, koji se sve vise koristi kao
osnovni princip, a to je, da konzervacija populacija ne sme da se posmatra kao entitet za sebe, ve¢
se favorizuje racionalno koriS¢enje animalnih genetickih resursa, uz definisan odgajivacki
program 1 zdravstveni nadzor. Sa aspekta veterinarkse medicine konzervacija ugroZenih sojeva 1
formiranje banke gena, ima znac¢najno mesto u rekonstrukciji evolutivno adaptiranih populacija

na uslove gajenja kao i u mogucnosti da se ouvaju retki geni, odnosno specificne karakteristike
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populacije. Posebno se istice znacaj konzervacije animalnih geneti¢kih resursa u cilju borbe

protiv pojedinih parazitskih i infektivnih bolesti (Wakelin, 1992).

Pored koproloSske McMaster-ove metode, koja i pored nedostataka, joS uvek predstavlja
»zlatni standard” (Holdsworth i sar., 2004) za utvrdivanje intenziteta parazitske infekcije i
rezistencije parazita na antihelmintike, postoje pokuSaji da se razviju testovi zasnovani na
molekularnoj PCR tehnici. Medutim, prisustvo inhibitornih materija (huminske kiseline i
polisaharida) u fecesu predstavlja limitiraju¢i faktor koji onemogucava izolovanje 1 kvantifikaciju
DNA parazita iz fecesa, $to je neophodno u cilju utvrdivanja intenziteta parazitske infekcije ovim
testom. PokusSaji uvodenja ELISA u parazitoloskoj dijagnostici, gde se na osnovu specifi¢nih
antitela u krvnom serumu jedinke, pored vrste prisutne parazitske infekcije, moze utvrditi i
intenzitet, nisu pruzili zadovoljavajuce rezultate, zbog velikog procenta lazno pozitivnih rezultata.
Zajednicki nedostatak svih ovih metoda nemoguénost utvrdivanja prisutne parazitske infekcije u
prepatentnom periodu, kada su po pravilu i seroloske i koproloske pretrage lazno negativne.
Imaju¢i u vidu i podatak da je od 2006. godine u Evropskoj Uniji zabranjena profilakticka
dehelmintizacija (Andersen i sar., 2013), odnosno dozvoljena jedino terapijska, koja pored
utvrdivanja vrste prisutne parazitske infekcije podrazumeva i odredivanje njenog intenziteta,
neophodna su dalja istrazivanja u cilju realne procene intenziteta prisutne parazitske infekcije u

organizmu domacina.

Imajuc¢i u vidu gore navedeno, jedan od ciljeva ove doktorske disertacije bio je da se utvrdi
ekstenzitet 1 intenzitet prisutnih parazitskih infekcija kod autohtonih sojeva pramenke (sjenicko-
pesterska, lipska 1 vlaska vitoroga pramenka) i uvezenih rasa ovaca (virtemberg, il d frans i
Sarole), u Cetiri ispitivana podrucja (I-Sjenicko-pesterska visoravan, II- Smederevo — selo Lipe,

III-juZni Banat i IV-Obrenovac).

Na osnovu kljuceva za identifikaciju (Euzeby, 1981) u ispitivanom podrucju Sjenicko-pesterske
visoravni kod sjeniCko-peSterske pramenke i virtemberg ovaca ustanovljena je parazitska
infekcija  sa:  Trichostongylidae, —Nematodirinae, Protostrongylidae, Trichuris  spp,
Anoplocephalidae i Eimeria spp. Nije uocena razlika u ekstenzitetu parazitske infekcije izmedu

ovaca u ovom podrucju.
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Kod najveceg procenta ispitivanih ovaca (60% sjenicko-peSterske pramenke i 58,82%
virtemberg ovaca) ustanovljena je istovremena parazitska infekcija sa Trichostongylidae,
Protostrongylidae 1 Anoplocephalidae. Manji procenat ovaca bio je istovremeno inficiran sa
Trichostongylidae, Protostrongylidae, Trichuris spp 1 Anoplocephalidae (15% sjenic¢ko-pesterske
pramenke 1 17,65% virtemberg ovaca). Istovremena infekcija sa Trichostongylidae 1
Protostrongylidae utvrdena je kod 20% sjenicko-pesterske pramenke i 17,65% virtemberg ovaca.
Na osnovu broja parazitskih elemenata po gramu fecesa u grupi sjeniCko-pesterske pramenke
utvrden je blagi intenzitet infekcije sa Trichostongylidae (438+304) i Trichuris spp (28%9);
srednji sa Protostrongylidae (1014£34); sa Anoplocephalida srednji (81+19) 1 visoki (156%25); sa
Nematodirinae blagi (67+£32), srednji (432+154) 1 visoki (640+33). U istom podrucju kod
virtemberg rase ovaca utvrden je blagi intenzitet parazitske infekcije sa Protostrongylidae
(80+44) i Trichuris spp (41£11); srednji intenzitet infekcije sa Trichostongylidae (1135+130) i
Nematodirinae (394+273) 1 sa Anoplocephalidae srednji (43+5) 1 visoki (396£150) intenzitet
parazitske infekcije. Poredenjem intenziteta parazitske infekcije dokazana je statisticki znacajno
veca razlika u intenzitetu infekcije sa Trichostongylidae (p<0,001) i Nematodirinae (p<0,05) kod
virtemberg ovaca, dok je kod sjenicko-peSterske pramenke utvrden veci intenzitet parazitske
infekcije sa Protostrongylidae, na nivou znacajnosti p<0,05. Kod virtemberg rase ovaca utvrden
je veci intenzitet infekcije sa Trichuris spp, ali bez statistiCke znaCajnosti u odnosu na sjenicko-

pestersku pramenku (p>0,05).

U ispitivanom podru¢ju Smederevo-selo Lipe, utvrdena je parazitska infekcija lipske
pramenke sa Trichostongylidae, Trichuris spp i Strongyloides papillosus 1 virtemberg ovaca sa
Trichostongylidae, Trichuris spp, S. papillosus, Protostrongylidae i Nematodirinae. Analizom
rezultata ekstenziteta parazitske infekcije ispitivanih ovaca, utvrdeno je da je 70% lipske
pramenke bilo negativno na prisustvo parazitske infekcije, dok je svega 20% ovaca virtemberg
rase bilo negativno. Kod lipske pramenke ustanovljeno je istovremeno prisustvo dve vrste
parazitskih infekcija, sa Trichostongylidae 1 Protostrongylidae, 1 monoinfekcija sa
Trichostongylidae, u 7,69% ispitivanih ovaca. Kod ovaca virtemberg rase, u 22% slucajeva,
ustanovljena je istovremena parazitska infekcija sa Trichostongylidae 1 S. papillosus 1 u 11,11%
sa Trichostongylidae 1 Protostrongylidae. Takode, u 11,11% slucajeva utvrdena je istovremena
infekcija sa Trichostongylidae, Protostrongylidae 1 S. papillosus 1 sa Trichostongylidae,

Protostrongylidae, S. papillosus 1 Trichuris spp. Monoinfekcija sa Protostrongylidae utvrdena je
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u 11,11% jedinki. Na osnovu broja parazitskih elemenata po gramu fecesa kod lipske pramenke
utvrden je blagi intenzitet parazitske infekcije sa Trichostongylidae (55+46), Trichuris spp
(11£3) i S. papillosus (41£2). Kod virtemberg ovaca, u istom ispitivanom podru¢ju utvrden je
blagi intenzitet infekcije sa Trichuris spp (12+2) i S. papillosus (21£7), 1 blagi i srednji intenzitet
parazitske infekcije sa Trichostongylidae (631£361 1 1180+34), Protostrongylidae (363 i
69+17) i Nematodirinae (41£20 1 123+11). Poredenjem intenziteta parazitske infekcije utvrden je
statisticki znacajno veci intenzitet parazitske infekcije sa Trichostongylidae kod ovaca virtemberg

rase, na nivou statisticke znacajnosti p<0,05.

U ispitivanom podrucju juzni Banat kod vlasko vitoroge pramenke i virtemberg ovaca
utvrdena je parazitska infekcija sa Trichostongylidae i Dicrocoelium dendriticum, pri c¢emu je
57,15% vlaske vitoroge pramenke bilo negativno na prisustvo parazitske infekcije, nasuprot
ovcama virtemberg rase, gde je utvrdeno svega 10% negativnih jedinki. Kod 23,81% vlasko
vitoroge pramenke i 60% virtemberg ovaca utvrdena je istovremena parazitska infekcija sa
Trichostongylidae i D. dendriticum. Kod 14,28% vlasko vitoroge pramenke i 30% virtemberg
ovaca utvrdena je monoinfekcija sa Trichostrongylidae. Jedino je kod vlasko vitoroge ovce
utvrdena monoinfekcija sa D. dendriticum, u 4,76% ispitanih jedinki. Na osnovu broja jaja po
gramu fecesa kod vlaSke vitoroge pramenke utvrden je blagi intenzitet parazitske infekcije sa
Trichostongylidae (578+122) i D. dendriticum (21£9). Kod virtemberg ovaca utvrden je blagi
(711£100) 1 srednji (1300+50) intenzitet parazitske infekcije sa Trichostongylidae 1 blagi
intenzitet infekcije sa D. dendriticum (26+10). Poredenjem intenziteta parazitske infekcije
utvrden je statisticki znaCajno veci intenzitet parazitske infekcije sa Trichostongylidae kod

virtemberg ovaca, na nivou statisti¢ke znacajnosti p<0,05.

U ispitivanom podrucju Obrenovac utvrdena je parazitska infekcija sjenicko-peSterske
pramenke sa Trichostongylidae, Nematodirinae, D. dendriticum 1 Eimeria spp; il d frans ovaca sa
Trichostongylidae, Protostrongylidae 1 D. dendriticum 1 monoinfekcija Sarole ovaca sa
Protostrongylidae. Analizom rezultata ekstenziteta parazitske infekcije ispitivanih ovaca
utvrdeno je da je 10% sjenicko-pesterske pramenke, 39,87% il d frans i 85,71% Sarole rase ovaca
bilo negativno na prisustvo parazitske infekcije. Monoinfekcija sa Trichostrongylidae utvrdena je
kod 55% ovaca sjenicko-peSterske pramenke i 13,28% il d frans ovaca. Kod 5% sjenicko-

pesterskih pramenki je utvrdena istovremena infekcija sa Trichostrongylidae 1 D. dendriticum, i u
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30% sa Trichostrongylidae i Nematodirinae. Kod il d frans ovaca u 40,20% slucajeva je utvrdena
istovremena infekcija sa Trichostrongylidae 1 Protostrongylidae, 1 u 13,28% jedinki
monoinfekcija sa Trichostrongylidae i u 6,64% sa D. dendriticum. Kod Sarole rase ovaca bila je
prisutna monoinfekcija sa Protostrongylidae u 14,29% ispitivanih ovaca. Na osnovu broja
parazitskih elemenata po gramu fecesa kod sjenicko pesterske pramenke utvrden je blagi
(190£70), srednji (1182+150) 1 visoki (2130£170) intenzitet parazitske infekcije sa
Trichostongylidae i blagi intenzitet infekcije sa D. dendriticum (15%5), Nematodirinae (28+16) i
Eimeria spp (65+4). Kod il d frans ovaca utvrden je blagi i srednji intenzitet parazitske infekcije
sa Trichostongylidae (318+159 i 1500+£270) i Protostrongylidae (28+12 1 102+35) 1 blagi
intenzitet infekcije sa D. dendriticum (16£3). Kod Sarole rase ovaca utvrden je blagi intenzitet
parazitske infekcije sa Protostrongylidae (21£3). Poredenjem intenziteta parazitske infekcije
utvrden je statisticki znaCajno ve¢i intenzitet parazitske infekcije sa Trichostongylidae kod
sjeni¢ko-peSterske pramenke u odnosu na il d frans rasu ovaca, na nivou statisticke zna¢ajnosti

p<0,01.

Nasi rezultati analize ekstenziteta 1 intenziteta parazitskih infekcija kod ispitivanih ovaca su
u saglasnosti sa nalazima drugih autora (Gauly i Erhardt, 2002; Al-Shaibani 1 sar., 2008; Idris i
sar., 2012).

U oksidativhom metabolizmu, u fizioloSkim uslovima, formiranje slobodnih radikala odvija
se kontinuirano, ali u neznatnom obimu. U uslovima poremecene homeostaze u celiji nastaje
viSak slobodnih radikala, Sto dovodi do oStecenja Celija i tkiva. Antioksidativni sistem objedinjuje
niz reakcija usmerenih na razliCite aspekte i faze u lancu oksidativnog oSte¢enja konstituenata

¢elija i tkiva (Lykkesfeldt i Svendsen, 2007).

Prisustvo parazitskih elemenata u makroorganizmu pokrece odbrambene mehanizme
domacina. Prvu, nespecificnu liniju odbrane, predstavljaju makrofagi koji sintetiSu u svojim
strukturama reaktivnu kiseoni¢nu vrstu, superoksidni anjon radikal (O,7). SOD je enzim koji
neutraliSe prisustvo superoksid anjon radikala (O, ") do H,O,. Njena aktivnost moze biti pove¢ana
u slucaju prevelike produkcije O, ili inhibirana u slucaju prevelike proizvodnje H,O..
Superoksidni anjon radikal spada u grupu jakih oksidanasa, ali njegova prooksidativna aktivnost
se odnosi na njegovu konjugovanu kiselinu, perhidroksi radikal (HOO'), koja inicijalno pokrece

proces oStecenja lipida, oduzimanjem protona, ¢ime zapocCinje proces peroksidacije lipida.
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Autooksidacijom superooksidnog anjon radikala nastaje vodonik-peroksid. RavnoteZna
koncentracija vodonik-peroksida u celiji odrzava se razlaganjem pomocu katalaze ili glutation-

peroksidazom (GSH-Px).

U naSim ispitivanjima kod sojeva pramenke, kao posledica infekcije parazitima, u
zavisnosti od intenziteta parazitske infekcije dolazi do povecanja aktivnosti enzima SOD 1
(34,22+11,58 P/gHb) u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05). Kod uvezenih rasa ovaca aktivnost
ovog enzima je nepromenjena kod gotovo svih ispitivanih grupa (30,77£10,26 P/gHb), u odnosu
na kontrolnu grupu (26,58+2,77 P/gHb). Utvrdeno je da povecano stvaranje ROS-a, izazvano
parazitskom infekcijom, direktno utie na izoenzimsku distribuciju SOD 1. Analizom rezultata
izoenzimskih oblika SOD 1-1 dokazana je statisticki znacajna razlika (p<0,05) u povecanju
aktivnosti izoenzima SODI1-1 kod autohtonih sojeva pramenke, u 75% ispitivanih ovaca, dok je
kod ispitivanih uvezenih rasa ovaca utvrdeno smanjenje aktivnosti ovog izoenzimskog oblika u
60% ovaca. Pri istoj vrsti i intenzitetu parazitske infekcije kod autohtonih sojeva pramenke
utvrdeno je dvostruko povecanje aktivnosti ovog izoenzima, dok je kod uvezenih rasa ovaca ovo
povecanje iznosilo 1,3 puta, u odnosu na kontrolne grupe. Pored glavnog i dominantnog
1izoenzimskog oblika SOD 1-1, dokazana je i1 druga izoenzimska frakcija SOD 1-2 kod ispitivanih
ovaca. Analizom rezultata dokazana je statisticki znacajna razlika u povecanju aktivnosti SOD 1-
2, sa porastom intenziteta parazitske infekcije kod autohtonih sojeva pramenke, u odnosu na
kontrolne grupe. Ovo povecanje aktivnosti kod autohtonih sojeva pramenke (7,34+2,99 P/gHb) u
odnosu na kontrolnu grupu (1,28+0,42 P/gHb), bilo je na nivou statisticke znacajnosti p<0,01.
Kod uvezenih rasa ovaca takode je utvrden porast aktivnosti SOD 1-2, sa porastom intenziteta
parazitske infekcije, ali za razliku od autohtonih sojeva pramenke, na nivou statistiCke
znacajnosti p<0,05. Relativna aktivnost izoenzimskog oblika SOD 1-2 medusobno se razlikuje i
izmedu kontrolnih grupa autohtonih sojeva pramenke (1,28+0,42 P/gHb) i uvezenih rasa ovaca

(6,34+1,90 P/gHb), na visokom nivou statisti¢ke znacajnosti (p<0,001).

Aktivnost SOD 1-3 opada pri blagom intenzitetu parazitske infekcije (0,72+0,15 P/gHb) u
odnosu na kontrolnu grupu (1,59+0,34 P/gHb), i kod autohtonih sojeva pramenke i kod uvezenih
rasa ovaca (1,02+0,13 P/gHb i 1,38+0,17 P/gHb), na nivou statisticke znacajnosti p<0,05. Pri
srednjem i visokom intenzitetu parazitske infekcije utvrden je porast aktivnosti ovog izoenzima,

na nivou statisticke znacajnosti p<0,01.

160



Doktorska disertacija mr sc. Blagoje Dimitrijevi¢

Aktivnost SOD 1-4 opada pri blagom intenzitetu parazitske infekcije (0,73+0,20 P/gHb) u
odnosu na kontrolnu grupu (1,43+0,28 P/gHb), i kod autohtonih sojeva pramenke i kod uvezenih
rasa ovaca (0,40+£0,11 P/gHb i 1,06+0,19 P/gHb), na nivou statisticke znacajnosti p<0,01. Pri
srednjem i visokom intenzitetu parazitske infekcije utvrden je porast aktivnosti ovog izoenzima
kod autohtonih sojeva pramenke (1,194+0,16 P/gHb) u odnosu na kontrolnu grupu, na nivou

statisticke znacajnosti p<0,001.

Kod ispitivanih autohtonih sojeva pramenke utvrden je porast aktivnosti SOD 1-5
izoenzima (1,85+0,21 P/gHb) i to u 80% ovaca, kod visokog intenziteta parazitske infekcije.
Navedeni izoenzim nije dokazan kod kontrolnih grupa autohtonih sojeva pramenke i uvezenih

rasa ovaca.

Katalaza je enzim koji vr$i razgradnju vodonik-peroksida do vode i molekulskog kiseonika,
1 to vrlo brzo zbog svoje izuzetno visoke Vmax. Analizom aktivnosti katalaze uo€ava se da sa
porastom intenziteta parazitske infekcije u svim ispitivanim grupama opada njena aktivnost, na
nivou statistiCke znacajnosti p<0,05. Aktivnost katalaze kod autohtonih sojeva pramenke kod
visokog intenziteta parazitske infekcija iznosila je 19,75+2,21 U/gHb, za razliku od aktivnosti
kod kontrolne grupe 22,87+4,02 U/gHb, dok je kod uvezenih rasa iznosila 23,77+6,57 U/gHb 1
kod kontrolne grupe 31,04+6,57 U/gHb, Sto je u suprotnosti sa nalazima kod monoinfekcije sa
Strongyloides papillosus (Dimitrijevi¢ i sar., 2012). Dobijeni nalazi se mogu objasniti uticaje

ekskretorno-sekretornih produkata parazita na strukturu i funkciju enzima katalaze.

Vodonik-peroksid, osim toga Sto moze biti razgraden pod dejstvom enzima katalaze, on
moZe biti homoliti¢ki razgraden i u prisustvu jona prelaznih metala kao 3to su Fe** i Cu*. U tom
slucaju nastaje hidroksilni radikal. Hidroksilni radikal je najpotentniji kiseonic¢ni radikal. Zbog
svoje ekstremne reaktivnosti veoma neselektivno, inicijalno reaguje sa biomakromolekulima, bilo

da je DNK ili neki drugi za integritet i funkcionalnost ¢elije bitan konstituent.

Osim Sto znacajno ucestvuju u borbi protiv patogena, slobodne kiseoni¢ne vrste mogu
dovesti i do oSteCenja svih Celijskih struktura i makromolekula. Zbog visokog sadrzaja
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), najosetljiviji deo celije na oksidativno oSteCenje su
membrane ¢elija 1 Celijskih organela. Sastav membranskih lipida 1 promenjeni fluiditet uticu i na

aktivnost nekih membranskih enzima. U zavisnosti od toga na kojim subcelijskim membranama
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se odigrava peroksidacija lipida, zavisi ozbiljnost i obimnost naruSenih celijskih funkcija.
Peroksidacija lipida je viSefazni proces koji se odvija kroz inicijalnu, propagacionu i terminalnu
fazu. Malondialdehid (MDA) je krajnji produkt peroksidacije lipida PUFA, koji se preko Shift-
ovih baza, unakrsno vezuje za proteine i fosfolipide membrana (Valko i sar., 2007; Mukul i sar.,
2005; Pryor i sar., 2006; Rossner i sar., 2007.). Nasi rezultati ukazuju da intenzitet infekcije
povecava stepen oStecenja Celijske membrane. Koncentracija MDA se povecava u zavisnosti od
intenziteta parazitske infekcije, u poredenju sa kontrolnom grupom (p<0,001). Sadrzaj MDA
kontrolnih grupa autohtonih i uvezenih rasa ovaca se medusobno razlikovao na statistiCki

visokom nivou znacajnosti, p<0,001.

Azot(I)-oksid (NO) je visoko difuzibilan molekul koji brzo prolazi kroz bioloske
membrane 1 ima ulogu bioloSkog signala u mnogim fizioloskim procesima (vazodilatacija,
inhibicija agregacije trombocita, u neurotransmisiji, u procesima kao $to su pamcenje i ucenje, a
ucestvuje i u imunskom odgovoru). Smatra se da NO u brojnim patoloskim stanjima kao
antioksidans stiti ¢eliju od agenasa koji indukuju oksidativni stres. Medutim, NO ima ulogu i u
patogenezi jer moZe da reaguje sa kiseonikom ili superoksid-anjon radikalom pri ¢emu nastaju
razli¢ite reaktivne kiseoni¢ne i azotove vrste (ROS 1 RNS), koji su mo¢ni oksidujuéi agensi sa
citotoksi¢nim delovanjem. Koncentracija nitrita u nasim ispitivanjima pokazivala je tendenciju
rasta u zavisnosti od prisutne parazitske faune i intenziteta infekcije. Kod blagog intenziteta
parazitske infekcije koncentracija nitrita kod autohtonih sojeva pramenke iznosila je 8,15+0,49
UM/L, a kod kontrolne grupe 6,83+1,02 uM/L (p<0,05). Kod visokog intenziteta parazitske
infekcije kod uvezenih rasa ovaca koncentracija nitrita iznosila je 14,50+4,24 uM/L, a kod
kontrolne grupe 9,05+0,85 uM/L (p<0,01). Medusobnim poredenjem koncentracije nitrita kod
istog intenziteta parazitske infekcije utvdena je statisticki znacajno veca produkcija nitrita kod
uvezenih rasa ovaca u odnosu na sojeve pramenke (p<0,001). Pojedini autori navode da na
mestima gde postoji povecana lokalna produkcija NO i O,” (kao Sto je slucaj kod imunskog
odgovora), NO moZe reagovati sa O,  formiraju¢i mocni oksidacioni agens—peroksinitrit
(ONOQ"). Pri protonovanju ONOQO™ nastaje visoko reaktivna peroksinitritna kiselina (ONOOH)
koja vrlo lako daje OH i NO, koji su odgovorni za vecinu toksi¢nih efekata ONOO™ (Locatelli i
sar., 2004; Saleh, 2008; Dimitrijevi¢ i sar., 2012). Glavni efekti peroksinitrita su reakcije

oksidacije i nitrovanja biomolekula. Ova ispitivanja su pokazala da prisustvo parazita dovodi do
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procesa oksidacije pojedinih aminokiselinskih ostataka u molekulu proteina Sto se potvrduje

povecanom koncentracijom karbonilnih grupa (Dimitrijevi¢ i sar., 2012).

Stepen oStecenja proteina utvrden je na osnovu koncentracije karbonilnih i tiolnih grupa i
pri tom je dokazan porast koncentracije karbonilnih grupa kod uvezenih rasa ovaca na nivou
statisticke znacajnosti p<0,01 u odnosu na autohtone sojeve pramenke. Maksimalna koncentracija
karbonilnih grupa kod uvezenih rasa ovaca bila je 16,07£1,87 uM/L, kod kontrolne grupe
10,70+0,35 uM/L, dok je kod autohtonih sojeva pramenke iznosila 8,54+0,39 uM/L, a kod njene
kontrolne grupe 8,23+0,89 uM/L.

Pod dejstvom ONOOH dolazi do oksidacije SH—grupa proteina kao i glutationa (GSH),
koji na taj nacin redukuje koli¢inu peroksinitrita u ¢eliji. Peroksinitritna kiselina inicira niz
lancanih reakcija u molekulu DNK koje mogu dovesti do prekida lanca ovog biomakromolekula.
Analizom rezultata koncentracije tiolnih grupa uocava se njihov pad kao posledica prisustva
parazitske infekcije kod ispitivanih ovaca. Sa povecanjem intenziteta infekcije opada
koncentracija tiolnih grupa, tako kod autohtonih sojeva pramenke kod visokog intenziteta
infekcije utvrdene su vrednosti od 178+88 WM/L, a kod kontrolne grupe 834+60 uM/L (p<0,001).
Kod uvezenih rasa ovaca koncentracija tiolnih grupa takode opada (232+52 uM/L) u odnosu na
kontrolnu grupu (264+32 uM/L). Medutim, koncentracije tiolnih grupa kod kontrolnih grupa
uvezenih rasa ovaca statisticki su zna€ajno niZe u odnosu na kontrolne grupe autohtonih sojeva

pramenke (p<0,001).

Usled ostecenja cCelijske membrane u procesu peroksidacije lipida i posledi¢ne izmene
njene permeabilnosti dolazi do ,,curenja“ mnogih enzima citosola u ekstracelularni prostor (Saleh,
2008; Dimitrijevi¢ 1 sar., 2012). Na osnovu aktivnosti ovih enzima moZe se utvrditi stepen
oStecenja pojedinih organa. Jedan od takvih enzima je i laktat-dehidrogenaza (LDH). Ovaj enzim
postoji u pet izoenzimskih oblika sa razli¢itom distribucijom u pojedinim organima, tako da se
odredivanje nivoa njihove aktivnosti moZze koristiti kako za procenu stepena ostec¢enja tako i vrste
oStecenog tkiva (Jaffe i sar., 1996; Abd El-Rahman i sar., 1999). Prvu grupu cine tzv. “brzi
izoenzimi* LDH; 1 LDH, koji su najviSe zastupljeni u srcu, bubrezima i eritrocitima, drugu
grupu ¢ine tzv “spori izoenzimi”, LDH4 i LDHs karakteristi¢ni za jetru i skeletne miSice, i trecu

grupu srednji izoenzimi LDHj; karakteristi¢ni za pluca, tiroideju i nadbubreg. Prisustvo parazita u
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organizmu domacina, naro€ito njihovi razvojni oblici u migraciji, mogu znacajno da oStete
parenhimatozne organe kao Sto su pluca, srce i jetra, u takozvanom prepatentnom periodu razvoja

parazita, kada je koproloska pretraga po pravilu negativna.

Na osnovu relativne izoenzimske raspodele enzima laktat-dehidrogenaze (LDH), u nasim
ispitivanjima utvrdeno je oSteCenje cCelija razliCitih organa, u zavisnosti od prisutne vrste i
intenziteta parazitske infekcije. Kod ispitivanih sojeva pramenke i uvezenih rasa ovaca inficiranih
sa Strongyloides spp, D. dendriticum i Protostrongylidae utvrdeno je oSteenje Celija miokarda
(LDH; 10,5742,28%; kontrola 5,81+1,24%), plu¢a (LDH3 27,4942,03%; kontrola 2,71+2,42%) i
jetre (LDHs 11,50£2,54%; kontrola 3,51+0,91%). U prisustvu parazitske infekcije sa Trichuris
spp utvrdeno je samo oStecenje Celija jetre. Posebno treba ista¢i da je samo kod uvezenih rasa
ovaca ustanovljeno znacajno povecanje izoenzimske raspodele LDH, (6,1620,54%) u odnosu na
kontrolne grupe (3,82+0,81%), na nivou statisticke znacajnosti p<0,05. Ispitivanje izoenzimskih
oblika LDH moze da se koristi kao dopunski podatak u dijagnostici vrste i stepena oSte¢enja

organskog sistema.

Uz pomo¢ x-zraka, odredena je kristalografska struktura SOD 1 govedih eritrocita i
rekombinantne humane SOD 1. Enzim je homodimer koji se sastoji kod goveda iz 151 1 153
aminokiselinskih ostataka kod ljudi. Svaka subjedinica sadrZi jedan atom Cu i jedan atom Zn.
Svaka od subjedinica ima B-strukturu, sainjenu od 8 antiparalelnih B-lanaca. Aktivho mesto
enzima nalazi se sa spoljne strane strukture i sacinjeno je od aminokiselina smestenih u petljama
koje povezuju B-lance. Aktivno mesto je smeSteno na dnu kanala i formirano je kao molekularni
levak, koji vodi ka Cu-jonu koji se nalazi na dnu kanala. Enzim je tako strukturno formiran da
deluje kao neka vrsta molekularnog ,lasa* za hvatanje superoksidnih anjona. Mada je neto
naelektrisanje enzima, pri fizioloSkim vrednostima pH negativno (pl oko 5,0), aktivho mesto se
nalazi u regiji sa visokim elektrostatickim potencijalom, Sto je rezultat dejstva lizina i arginina i
metalnih jona. Tainer i saradnici (1983) su ukazali da ovo ,.elektrostaticko sniZavanje nivoa
podraZljivosti vezivanja superoksid-anjona doprinosi neobicno visokoj katalitickoj aktivnosti
enzima. Konstanta brzine drugog reda, za reakciju superoksid anjon radikala sa enzimom, je
kontrolisana limitom difuzije. Drugim refima, difuzija superoksida ogranicava brzinu reakcije
koja je drugog reda. Ovo znaci da je vecina sudara sa supstratom efikasna, mada aktivno mesto

zauzima samo deo zapremine po povrSini proteina izloZenoj rastvaracu. Ocigledno, negativno
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naelektrisanje na povrSini sprecava neefikasne sudare, dok pozitivni potencijal u kanalu uvlaci
supstrat. Medutim, teSko je potpuno razumeti elektrostaticko okruzenje proteina, s obzirom da
treba uzeti u obzir interakcije sa rastvaraCem i suprotnih jona, koji se ne mogu registrovati iz x-

ray kristalografske strukture.

Bakarni jon je esencijalan za aktivnost SOD 1. Vodeni rastvor jona Cu(Il) je izuzetno
efikasan katalizator dizmutacije superoksida, ali slobodan bakarni jon verovatno ne moze da
postoji u ¢eliji. Budu¢i da enzim SOD 1, bez jona cinka, ima smanjenu ali jo§ uvek znacajnu
aktivnost, jasno je da Cu-jon podleZe enzimskom redoks-kruZenju, (iz Cu** u Cu* stanje) dok Zn

ima sekundarnu ulogu u procesu dizmutacije superoksida.

Bakarni Cu”* jon je koordinativno vezan u deformisanoj kvadratnoj-ravni za N-atom
imidazolovog bo¢nog lanca histidina i dostupan je rastvaradu. Jon cinka (Zn**) je smesten
duboko unutar proteina, te je nedostupan rastvaracu i priblizno tetraedarski vezan sa N-atomom
imidazolovog lanca sa tri histidina 1 jednim atomom kiseonika iz aspartata. Karakteristi¢no je da
jedan molekul histidina povezuje bakarne i cinkove jone, preko azotovog atoma koji je vezan za
svaki od jona. Nije poznato da i jedan drugi protein ima takav raspored metalnih jona. Ovakva
veza zahteva da imidazolov prsten izgubi oba NH-protona, da bi nastao imidazolil anjon, $to
normalno zahteva ekstremno bazne pH vrednosti. Vezivanje prvog jona metala mora da zna¢ajno
smanjuje pK za drugi N atom, ubrzavajuci vezivanje drugog. Ovakvo uredenje enzima je
verovatno od strukturnog i katalitickog znacaja, mada ne treba zaboraviti da jon Zn nije

neophodan za aktivnost ovog enzima.

Zn vezujuéi region

" V-zav ijutak

Slika 20. Trodimenzionalna struktura Cu,Zn-SOD
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Znacaj arginina-141 je otkriven zahvaljujuc¢i eksperimentima sa mutiranim organizmima
(Tainer i sar., 1987). Naime, zamena arginina lizinom dovodi do redukcije enzimske aktivnosti,
dok zamena arginina neutralnom aminokiselinom dovodi do potpunog gubitka aktivnosti enzima.
Vezivanje superoksid-anjona za Cu”* je u skladu sa geometrijom supstratnog kanala, kao §to je
vec¢ opisano. U prvoj polovini reakcije, superoksid redukuje Cu** iz kataliti¢kog centra u Cu”. Pri
tome se raskida koordinativna veza sa imidazolil anjonom. Rezidua histidina rotira,
dozvoljavajuéi Cu® da dobije povoljniju geometriju i da visoko bazni imidazolil anjon, osloboden
veze od kupri jona, oduzme jedan proton od rastvara¢a. U drugoj polovini reakcije, drugi jon
superoksida vezuje se za bakarni jon, onda ga reoksiduje i oduzima proton imidazolu, vracajuci
enzim u nativno stanje. Nascentni HO,™ anjon se protonuje rastvorom, pri ¢emu nastaje vodonik-

peroksid (slika 20).

U krvnoj plazmi sisara je otkriveno prisustvo jo§ jedne Cu,Zn- SOD. Ona je oznacena kao
ekstracelularna SOD. Ovaj enzim je homotetramer, Cija svaka subjedinica sadrzi po jedan jon
bakra i cinka u aktivnom centru, koji je verovatno organizovan sli¢no kao kod citosolne SOD.
Medutim, aminokiselinska sekvenca ova dva enzima je vrlo razliita i antitela protiv jedne ne
reaguju sa antitelima protiv druge tj. antigenski se razlikuju (Schinina i sar., 1986; Holovska isar.,

1996).

Vaznost elektrostatiCkih interakcija u mehanizmu delovanja Cu,Zn-superoksid dismutaze
(SOD 1) je dobro poznata. Anjonski supstrat (O,") se usmerava prema mestu dizmutacije,
kataliticki aktivhom jonu bakra, pomoc¢u kanala koji poseduje pozitivno naelektrisanje koje
nastaje usled prisustva visoko konzerviranih (ocuvanih) rezidua baznih AK. U slu¢aju govedeg
enzima, dokazano je da je stepen konstante kataliticke reakcije u potpunosti fizicki kontrolisan i
odreden jonizacijom dve AK rezidue sa pribliznim pK vrednostima od 10 i 11. S druge strane,
poznato je da je povrSina enzima negativno naelektrisana ¢ime se odbija negativno naelektrisan
0O, i time se izbegavaju neefikasne kolizije izvan aktivnog mesta enzima. U svetlu ovih saznanja

u nasoj laboratoriji posebna paznja usmerena je prema karakterizaciji SOD enzima.

Eritrocitna SOD 1 je stalno izloZzena O, i H,O; in vivo preko autooksidacije hemoglobina
1 metabolizma vrlo razlicitih toksi¢nih jedinjenja. Prema tome, fragmentacija SOD mozZe biti od
posebnog bioloSkog znacaja. Akumulacija proteinskih fragmenata moZe u stvari da predstavlja

suStinski toksikoloSki izazov za eritrocite 1 druge celije. Ovakvi fragmenti bi trebalo da podlezu
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brzoj degradaciji pod dejstvom intracelularnih peptidaza mada ova pretpostavka jo§ uvek nije

testirana.

Eirtrociti su usled autoksidacije hemoglobina pod stalnim fluksom O,” i H,O,. Razli¢iti
lekovi i agensi sredine doprinose oksidativnom stresu kome su eritrociti izloZeni. Maturirani
eritrociti nemaju mogucnost de novo sinteze proteina, i ne mogu da zamene oksidativno oSte¢enu
SOD. Salo i saradnici (1990) su postavili hipotezu da MPO katalizuje prepoznavanje i inicijalnu
degradaciju H,O,-modifikovane SOD u eritrocitima, na taj nain prevenirajuci akumulaciju SOD

agregata i umanjuje formiranje SOD fragmenata.

Dokazano je da inaktivacija SOD 1 sa H,O, ukljucuje oksidativnu modifikaciju
histidinskog ostatka koji je vazan u vezivanju bakra za aktivho mesto enzima. Pretpostavlja se da
H,0;, moze da izazove parcijalnu denaturaciju ili razotkrivanje regije aktivnog mesta SOD. Ovakva
denaturacija moZe da otkrije prethodno zaSti¢ene hidrofobne amonokiseline koje predstavljaju
poZeljne proteolitiCke substrate. Desideri i saradnici (1994) navode da u odsustvu proteolitickih
enzima in vitro, HyO,-modifikovana SOD podleZe daljim reakcijama razlaganja. Izgleda verovatno
da H,O, (ili O,") inaktivacija SOD 1 in vivo stvara i modifikovani (ali i intaktni — ceo)
proteoliticki supstrat i direktne fragmentacione produkte. Takvi fragmenti (koji mogu imati vrlo
nepovoljne bioloske efekte) mogu liciti na prave peptide (izuzev za njihove modifikovane amino 1

karboksilne krajeve) i mogu se brzo razgraditi intracelularnim peptidazama.

Ne-enzimsko glikozilovanje obuhvata slozenu seriju reakcija izmedu redukujucih Secera i
aminogrupa proteina, lipida i nukleinskih kiselina. Tokom glikozilovanja, karbonilne grupe
Secera sporo reaguju sa slobodnim amino grupama stvaraju¢i Schiff-ove baze. Schiff-ove baze
podlezu tzv. Amadori premeStanju 1 tokom niza daljih reakcija premeStanja, ciklizacije,
dehidratacije itd., stvaraju vrlo razli¢ita jedinjenja, koja su grupno oznacena kao uznapredovali
proizvodi glikozilovanja (Advanced Glycation end products - AGEs). Stvaranje AGE je pra¢eno
formiranjem, izmedu ostalog i brojnim reaktivno kiseoni¢nim vrstama (ROS), metilglioksalom

(MG), koji dalje reaguje 1 oStecuje proteine i druge bioloski vazne molekule.

Stvaranje MG in vivo moZe takode da se dogodi i iz intermedijarnih glikolitickih produkata,
ketonskih tela, kao rezultat katabolizma treonina, oksidativne degradacije polinezasi¢enih masnih

kiselina (PUFA) i tokom autooksidacije SeCera jonima prelaznih metala. Glioksalaza sistem
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konvertuje MG do D-laktata i obezbeduje odrzavanje niskih nivoa MG in vivo. Povecéani nivoi MG
su otkriveni u krvi dijabeti¢nih pacijenata 1 u soCivu pacova sa dijabetesom koji je izazvan
streptozicinom. Za MG je dokazano da je visoko reaktivan i prema proteinima i prema
nukleinskim kiselinama. Glikozilovanje proteina sa MG, za razliku od one sa redukuju¢im
Secerima, je uglavnom usmerena ka argininu, dok druge aminokiseline kao $to je lizin 1 u manjoj
meri histidin i cistein se takode modifikuju tokom reakcija proteina sa MG. Metilglioksal reaguje

ireverzibilno sa proteinskim amino grupama, formiraju¢i AGEs (Jabeen i sar., 2006).

Danas je dobro poznato da ROS izaziva oSteCenje bioloskih makromolekula Sto vodi
lipidnoj peroksidaciji, oksidaciji proteina, inaktivaciji enzima, modifikaciji baza DNA i kidanju
lanca DNA. Zbog toga ocekuje se da je oSte¢enje izazvano oksidativnim stresom pogorSano ako
su antioksidativni enzimi inaktivisani ovakvim procesima. Dokazano je da poviSeni nivoi MG
negativno uticu na SOD 1 koji ¢ine prvu i najvazniju liniju antioksidativne odbrane, posebno od
dejstva superoksid-anjon radikala. Izlaganje Cu,Zn-SOD sa MG dovodi do njenog unakrsnog
kovalentnog povezivanja sa posledicnim gubitkom enzimske aktivnosti i oslobadanja jona bakra. U
novijim radovima dokazano je da anti-SOD antitela obezbeduju zastitu od inaktivacije SOD sa

razli¢itim Secerima (Yim i sar., 1990; Jabeen i sar., 2006).

Povecana produkcija hidroksilnog radikala dovodi do stvaranja lipidnih hidroperoksida,
koji stvaraju familiju (grupu jedinjenja) oznacenih kao a,B-nezasi¢eni aldehidi. Ovako nastali
reaktivni aldehidi dovode do tzv. Michael-ovih reakcija adicije na bo¢ne lance lizina, histidina i
cisteinskih ostataka, $to se oznaCava kao ,,proteinska karbonilovanje*. Reaktivni lipidi mogu da
se akumuliraju u visokim koncentracijama u celijama, Sto moZe rezultirati modifikacijom
proteina i pojavom novih ili gubitkom ve¢ postoje¢ih funkcija proteina. Koris¢enjem metoda
masene spektrometrije mogu se identifikovati mesta i obim karbonilovanja proteina, $to je
proSirilo nasa saznanja o tome kako oksidativni stres uti¢e na regulaciju Celijskih procesa (Zhang

i sar., 2000; Grimsrud i sar, 2008).

U slucaju proteina, brojne post-translacione modifikacije su opisane, koje nastaju kao
rezultat direktne oksidacije amino-kiselinskih rezidua ili kao posledica formiranja reaktivnih
meduproizvoda oksidacijom celijskih komponenti. Oksidacija metionina do sulfoksida, kao i
cisteina do sulfenske, sulfinske i sulfonske kiseline dogada se vrlo Cesto, i uobiCajeno se moze

(izuzev sulfonske kiseline) enzimski redukovati. Oksidacijom ugljenih hidrata nastaju
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meduproizvodi koji reaguju sa proteinima pri ¢emu nastaju AGEs, od kojih neki pokazuju visoku
reaktivnost prema proteinima. Pored toga, uocCeno je da znaajni deo ROS-om izazvanih
posttranslacionih modifikacija rezultira adicijom reaktivnih karbonilnih grupa na funkcionalnim
grupama proteina, generalno oznacenih kao ,,proteinsko karbonilovanje®, pri ¢emu su najcesce i

najreaktivnije aldehidne karbonilne grupe (Jabeen i sar., 2006; Grimsrud i sar, 2008).

Direktno karbonilovanje proteina moZe nastati u toku razlicitih reakcija. Oksidacija
bo¢nog lanca aminokiselina sa metalima i1 vodonik-peroksidom dovodi do formiranja
semialdehidnih aminokiselina, pri ¢emu se vecina ovih reakcija deSava na lizinu, argininu i
prolinu. Takode, treba rec¢i da, proteinsko karbonilovanje moZe da nastane preko indirektnog
mehanizma koji  podrazumeva oksidaciju lipida posredovanu hidroksilnim radikalom.
Polinezasi¢eni lanci fosfolipida ili polinezasi¢enih masnih kiselina kao Sto su arahidonska i
linoleinska kiselina su vrlo osetljivi na peroksidaciju i cepanje lanca preko tzv. neenzimskog
Hock procesa cepanja, pri ¢emu nastaju razli¢iti aldehidi i ketoni poreklom od lipida. Produkti
lipidne peroksidacije mogu da produ kroz celijsku membranu, omogucavajuéi reaktivnim
lipidima koji sadrZe aldehide da kovalentno modifikuju transmembranske proteine ali i relativno
udaljene proteine od mesta produkcije ROS. Novija istraZivanja su pokazala da proteinska
karbonilovanja nastala pod dejstvom aldehida poreklom od lipida su ¢es¢a u odnosu na direktnu
oksidaciju aminokiselinskih bo¢nih lanaca (Grimsrud i sar, 2008), Sto je u saglasnosti sa nasim

nalazima.

Najreaktivnije vrste aldehida nastalih oksidacijom PUFA su o,B-nezasi¢eni aldehidi,
ukljucujuci 4-HNE, 4-ONE i akrolein. Zbog prisustva elektrona (koji povlaci) u funkcionalnim
grupama, dvostruka veza 4HNE ili 4-ONE sluzi kao mesto za Michael-ovu adiciju na atom
sumpora u cisteinu, azota u histidinu i u manjoj meri e-NH, grupa lizina. Postoje dokazi za
reakciju sa argininom takode, ali ipak u manjoj meri u odnosu na lizin. Mada je 4-HNE istorijski
posmatrano najbolje proucen produkt lipidne peroksidacije, 4-ONE je takode visoko reaktivan.
Posle formiranja Michael-ovih adukata, polovina aldehida moze u nekim slucajevima da se
preusmeri u pravcu formiranja Schiff-ovih baza sa bo¢nim ostacima lizina formirajudi intra i/ili
intermolekulske unakrsne veze izmedu aminokiselina. U slucaju 4-ONE, modifikacija rezidua
lizina preko 1,2-adicije (formiranje Schiff-ovih baza i adicija molekula vode na dvostruku vezu)

moze takode rezultirati nastanku ketoamidnih adukata. U model sistemima, masena
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spektrometrijska analiza je pokazala da viSe od 99% proteina modifikovanih in vitro sa 4-HNE
zadrZzava slobodnu karbonilnu grupu. Bez obzira na strukturu MDA, koji nema dvostruku vezu,
njegova reaktivnost ne zaostaje za napred navedenim nezasi¢enim aldehidima. Tako da poviSene
koncentracije MDA dokazane u naSim ispitivanjima mogu da ukazu na intenziviranje napred

navedenih procesa (Grimsrud i sar, 2008).

Status Cu u organizmu 1 nivoi bakra u hrani snazno uti¢u na SOD aktivnost u jetri i
eritrocitima pojedinih vrsta sisara (Rusanov 1 sar., 1986) ukljucujuci i eritrocite ovaca (Peter 1
Suttle, 1984). Takode, 20 — 50% jetrinog Cu (Bremner, 1980) i priblizno 60% Cu u eritrocitima
(Konstantinova i Russanov, 1988) povezano sa SOD. Izgleda da priroda SOD aktivnosti u

jetrinim subcelularnim frakcijama zavisi od metabolizma bakra u jetri 1 u¢esS¢a lizozoma u njemu.

Metabolizam bakra u ovaca se karakteriSe nekim osobenostima: 1) Sadrzaj Cu u jetri je
mnogo vedi i distribucija metala u subcelularnim frakcijama je drugacija u poredenju sa vec¢im
brojem vrsta sisara (Konstantinova i Russanov, 1988); 2) Ovce su znatno viSe osetljivije na
trovanje Cu zbog niske bilijarne ekskrecije bakra (Bremner, 1980); 3) Lizozomalni bakar
perzistira dugi vremenski period pre nego Sto se kona¢no ekskretuje (Konstantinova i Russanov,
1988). Vrlo malo podataka postoji o aktivnosti jetrine SOD, i ne postoje dostupni podaci za njenu

subcelularnu distribuciju, prirodu i elektroforetske karakteristike.

Nasi rezultati ukazuju da u ogledima in vitro, inkubiranjem izolovane ov¢ije SOD 1
dolazi do oksidativnih modifikacija ovog enzima, izazvanih razli¢itim koncentracijama i
vremenom tretiranja sa vodonik-peroksidom. Dokazano je da je inkubiranje SOD 1, izolovane iz
eritrocita ovaca, sa povecanjem koncentracije H,O, (0,15 mM; 0,3 mM; 1,5 mM; 3 mM; 15 mM
1 30 mM) tokom 30, 60, 120 i 180 min rezultiralo znacajnim gubitkom aktivnosti SOD 1. Skoro
15% aktivnosti SOD 1 bilo je inhibirano kada je enzim izlozen 1,5 mM H,0,, i viSe od 28%
nakon izlaganja 3,0 mM H,O,, u trajanju od 30 min. Inhibicija aktivnosti enzima bila je jasno
zavisna od primenjene koncentracije HO,. Nakon izlaganja u trajanju od jednog Casa smanjena
je aktivnost enzima za 24,56% pri primenjenoj koncentraciji HO; od 3,0 mM, dok je aktivnost
enzima smanjena za 33,90% i 40,43% pri koncentraciji HyO; od 15 mM 1 30 mM, pri izlaganju
od 180 min. Navedeni rezultati su u saglasnosti sa nalazima Salo i saradnika (1990). Postoje
podaci koji pokazuju nisku elektroforetsku pokretljivost citosolne i granularne SOD u jetri

gravidnih ovaca i njihovih fetusa na 7,5% PAGE (Konstantinova, Russanov, 1986). Ovi nalazi su
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podstakli naSa istraZivanja u izuCavanju elektroforetskih svojstava SOD 1. Autori navode da
tipicni denzitogram ukazuje na prisustvo tri pika SOD aktivnosti 1 skoro jednake Rf-vrednosti
(pik 1=0,101 0,12; 2=0,16 1 0,18; 3=0,21 i 0,22). Potpuna inhibicija svih SOD traka sa KCN jos

jednom je potvrdila da SOD u citosolu jetre i IMS ovaca je Cu,Zn-sadrZavajuci enzim.

Niska anjodna pokretljivost jetrine SOD 1 moze biti uslovljena veli¢inom i/ili ukupnim
neto naelektrisanjem proteina. Medutim, poznato je da SOD u tkivima sisara, izuzev
ekstracelularne ima molekulsku masu od oko 32 kDa. Stoga slaba pokretljivost u elektricnom
polju ovog enzima iz jetre ovaca zavisi od njegovog pozitivnog naelektrisanje pre nego li od

njegove molekulske mase.

Nasi rezultati pokazuju da oksidativne modifikacije SOD 1 nakon izlaganja H,O,,
ispitivane poliakrilamid gel elektroforezom (PAGE) u nedenaturiSu¢im i denaturiSu¢im (SDS)
uslovima, jasno su pokazali da je izlaganje SOD 1 vodonik-peroksidu rezultiralo, formiranjem 6
proteinskih traka, nastalih kao posledica oksidativnih modifikacija ovog enzima. Ovim je
utvrdeno da je H,O, zaista sposoban da modifikuje enzim SOD 1. Molekulske mase dobijenih
proteinskih traka iznosile su: 31,84 kDa, 26,91 kDa, 21,97 kDa, 15 kDa i 13 kDa. Mogu¢nost
direktne fragmentacije enzima H,O; bila je dokazana izvodenjem SDS-PAG elektroforeze gde su
uocene proteinske trake niZih molekulskih masa, od 10 do 16 kDa. Inkubiranje uzoraka izolovane
SOD 1 sa ve¢om koncentracijom vodonik-peroksida (15 do 30 mM), u duZem vremenskom

intervalu (120 i1 180 min) dovodi i do pojave proteinske trake vec¢e molekulske mase, od 60 kDa.

Pojedini autori navode da je pojava izoenzimskog oblika SOD 1 sa pl vrednos¢u od 5,0
posledica ireverzibilne oksidativne modifikacije slobodne SH grupe enzima, pod dejstvom H,O,,
do sulfinske ili sulfonske kiseline, ¢ime se povecava kiselost ovog enzima. Kao posledica
oksidativnih modifikacija dolazi do agregacije izoformi SOD 1, §to rezultira ne samo gubitkom

funkcije enzima, ve¢ i pojavom citotoksi¢nog efekta ovog enzima (Choi i sar., 2005).

IstraZivanja Geller i Winge (1982) su pokazala da izoelektrofokusiranje na poliakrilamid
gelu, u pH opsegu od 3 do 10, da citosolna i IMS sadrze tri SOD izoenzima sa izoelektricnim
tac¢akama od priblizno 5,5 do 8,0. Sa ciljem da se razdvoje trake dalje fokusiranje je izvedeno na
amfolitima pH vrednosti od 5,0-8,0. Izoelektri¢na tacka izoenzima iznosi priblizno 5,7; 6,51 7,5.

Nije zabelezena SOD aktivnost u ispitivanim uzorcima pri pH opsegu od 2,5 do 5,0. Sli¢nost
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elektroforetskog obrasca SOD jetre ovaca u citoplazmi i IMS ukazuju da je enzim lokalizovan u

lizozomima, pored citoplazme kao §to je dokazano i1 u pacova (Geller i Winge, 1982).

Na osnovu naSe analize izolektrofokusiranja, na PAGE u pH intervalu od 3 do 10,
izoelektricna tacka (pl) izolovanog enzima SOD 1 iznosila je 6,42. Posle tretiranja sa H,0,,
dodatna, slabija proteinska traka je vidljiva na svim gelovima i utvrdena je pI vrednost 5,0. Osim
toga, izoelektricno fokusiranje je pokazalo da su promene naelektrisanja enzima bile delimi¢no
odgovorne za razliCite proteinske trake uocene na SDS-PAGE. Ovi podaci dokazuju da SOD 1
prvo podleZze delimi¢noj denaturaciji pri izlaganju oksidativnim uslovima, pri ¢emu se na taj
naCin povec¢ava moguénost za brzu degradaciju modifikovanog enzima. Pored toga,
reproducibilnost traka uo¢enih tokom oksidativnog izlaganja ukazuje na to da reakcija H,O, sa

SOD 1, nije slucajna, ve¢ pre ukljucuje mesto-specificne oksidativne modifikacije.

U cilju blize karakterizacije izolovane SOD 1 iz eritrocita ovaca izvrSena je te€no-masena
spektralna analiza enzima. Ovom analizom dokazano je prisustvo glavnog pika od 29,05 kDa.
Pored ovog, dokazano je i minimalno prisustvo pika od 14,5 kDa $to ukazuje da je u uzorcima
izolovane SOD 1 prisutan monomer ovog enzima, kao i njegov dimer, od 57,3 kDa, prisustan u
tragovima. Karakteristi¢ni, najintenzivniji pikovi nastali masenom fragmentacijom izolovane
SOD 1 su: 855, 881, 908, 938, 969,1038 i 1039 m/z. Pored navedenih identifikovani su 1 joni
manjih molekulskih masa i to: 831, 808 i 786 m/z. Teorijskom simulacijom, koriS¢enjem
kompjuterskog programa Discovery Studio Visualizer 3.0 (USA), na osnovu poznatih
aminokiselinskih sekvenci SOD 1, izraCunata je molekulska masa ovog enzima i iznosila je 31,39
kDa, dok je njena pl vrednost 6,14. Dobijene vrednosti su u saglasnosti sa naSim napred

navedenim eksperimentalnim rezultatima.

Schinina i saradnici (1986) navode da je velika slicnost ov¢ijeg enzima sa govedim
enzimom, koji je najintezivnije proucavan enzim ove klase, pruza jedinstvenu priliku za
izuCavanje odnosa struktura-funkcija. Zapravo, jedina glavna razlika izmedu ova dva enzima
ispostavlja se da je neto naelektrisanje proteina. Dok su bocni ugljovodoni¢ni lanci, koji poticu
od baznih amino kiselinskih ostataka (Lys + Arg) sa ukupnim pozitivnim naelektrisanjem 6 u
govedoj i sa 5 u svinjskoj SOD1, kod ov¢ijeg enzima ovo naelektrisanje je 4. Isti autori navode
da izoelektri¢na tacka odredena izoelektrofokusiranjem iznosi 8,0 + 0,2, Sto predstavlja najvisu

vrednost za bilo koju SOD sisara, i u svakom sluc¢aju za SODs za koje su primarna struktura i
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molekulski podaci poznati. Dok obe, i goveda i ov¢ija SOD koriste pozitivno naelektrisanje da bi
sprovele superoksid jon do bakarnog jona u aktivnom mestu, izgleda da se ovc¢ija SOD ne ponasa
na taj nacin, s obzirom da na molekulskoj povrSini enzima O,  nije odbijen negativnim
naelektrisanjem. Na osnovu ovoga ovc¢iji enzim bi trebao da je manje efikasan u odnosu na
kravlju SOD. U stvari kataliticka konstanta (x 10° M s™) ispostavlja se da je 2,27 i 2,03 pri pH
9,6, za kravlji i ov¢iji enzim. Ovi rezultati potvrduju da elektrostaticki gradijent izmedu aktivnog
mesta i naelektrisanja na ostatku proteinske povrSine ima vaznu ulogu u odredivanju enzimske

aktivnosti (Desideri i sar., 1994).

Da bi utvrdili da li vodonik-peroksid, nakon dejstva na izolovanu SOD 1 dovodi do
stvaranja hidroksilnog radikala, izvrSena je EPRS analiza. Rezultati ove analize su pokazali da
kada se SOD 1 izlozi dejstvu H,O, dolazi do Fentonove reakcije, kao i produkcije azot-dioksid

radikala.

Osnovni put produkcije NO, radikala je kroz raspad peroksinitrita (ONOO™ — NO, + ‘OH).
Za ovaj radikal se zna da se vezuje za proteine Cime aktivira proteaze da dati protein razgrade
(Halliwell, 2004). Azot-dioksid radikal je aktivni oksidant u bioloskim sistemima, i osim reakcije
sa proteinima, veoma brzo oksiduje sulfhidrilne grupe i urate (Krishna i1 sar., 1996; Wink 1
Mitchell, 2003). Na koji nacin Cu,Zn-SOD, prethodno tretirana sa H,O,, ¢ime su postignute
ireverzibilne promene na proteinu (gubitak aktivnosti, denaturacija), a zatim izloZena ponovo
fizioloSkoj koncentraciji vodonik peroksida nije potpuno jasno. Poznato je da aminokiseline
mogu oksidacijom da daju N-centrirane radikale (Spasojevi¢ 1 sar., 2012), ali to svakako nije

NO..

Interesanto je napomenuti da Cu,Zn-SOD ucestvuje u nitrovanju proteina pri ¢emu nastaje
3-nitrozotirozin (Zhu, 2008). Naime uoceno je da je kod SOD 1 deficitarnih miSeva hemisjki
indukovano nitrovanje proteina u jetri skoro otsutna, i da ovaj efekat nije povezan sa nivoom NO
u krvi, ve¢ sa nivoom nitrata i nitrita. Nitrovanje je ostvareno dodavanjem holo-, ali ne apo-
enzima, ukazuju¢i na vaznu ulogu Cu** u Cu,Zn-SOD. Analogno reakciji u hemoglobinu

(Lundberg i sar., 2008):

NO, + Fe** + H" — NO + Fe** + OH
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moze se pretpostaviti da je u Cu,Zn-SOD nitritni jon (NO;,) vezan za bakar i da moZe biti

konvertovan do NO kroz reakciju:
NO, + Cu* + H" — NO + Cu** + OH'

Medutim, u proteinu oSte¢enom oksidacijom dolazi do procesa koji bi mogli objasniti
ovde prikazane rezultate. Naime, bakar reaguje sa H,O, pri ¢emu nastaje hidroksil radikal (OH).
Ovo se desava kroz tri medusobno povezane reakcije i ne zahteva prisustvo redukujucih sredstava

(Spasojevi¢ i sar., 2010):
(1) Cu** + H,0, — Cu™H,O' + H;
(2) Cu'H,O + H,0; — Cu’ + ‘OH + O, + H,0:

(3) Cu* + H,0, — Cu®" + ‘OH + OH"

Ovaj radikal u ranije opisanoj reakciji reaguje sa nitratom daju¢i kao proizvod NO,

(Augusto, 2002). Predlozeni mehanizam je prikazan na shemi 7.

Nativna Cu,Zn-SOD Oksidacijom oSte¢ena Cu,Zn-SOD

Cu?* +H,0, —»> Cu?*

- \\ITOZ-
H,0, ‘OH °NO,

Shema 7. Princip spin-trapinga na primeru trapa DEPMPO i azot dioksid radikala (NO,)

Dok ostaje da se ova hipoteza dalje ispita, prikazani razultati jasno ukazuju da u krvi kao
posledica oksidativnih modifikacija Cu,Zn-SOD moZe do¢i do produkcije azot-dioksid radikala,

Sto ranije nikada nije pokazano. Kao Sto je ve¢ navedeno, ovaj radikal pokazuje specificne
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bioloSke karakteristike i targete, $to moZe uneti Citavu jednu novu komponentu u razumevanju

oksidativnog stresa u krvi.

Nasi rezultati ukazuju na usku povezanost intenziteta i vrste parazitske infekcije sa
promenama u strukturi i funkciji enzima SOD 1. navedena tvrdnja je potkrepljena dokazanim

korelacijama medu navedenim parametara.

Izoenzimski oblici SOD 1 koreliraju sa intenzitetom i vrstom parazitske infekcije na
slede¢i nacin: SOD 1-1 negativno korelira sa Trichostongylidae (r= -0,860; p<0,001),
Nematodirinae (r= -0,975; p<0,001) 1 S. papillosus (r= -0,772; p<0,01) kod blagog i srednjeg
intenziteta parazitske infekcije kod autohtonih 1 uvezenih rasa ovaca. SOD 1-2 pozitivno korelira
sa Trichostongylidae (r= 0,302; p<0,05), Protostrongylidae (r= 0,887; p<0,001) i Nematodirinae
(r=0,392; p<0,05) sa visokim intenzitetom parazitske infekcije kod uvezenih rasa ovaca. SOD 1-
3 negativno korelira sa Nematodirinae (r= -0,972; p<0,001) 1 Trichuris spp (r= -0,766; p<0,05)
kod blagog intenziteta parazitske infekcije kod sojeva autohtone rase pramenke i uvezenih rasa
ovaca. Isti izoenzim ima pozitivnhu korelaciju sa Nematodirinae (r= 0,368; p<0,05) kod visokog
intenziteta parazitske infekcije. SOD 1-4 pozitivno korelira sa Anoplocephalidae (r= 0,321;
p<0,05), Trichostongylidae (r= 0,984; p<0,001) sa visokim intenzitetom parazitske infekcije.
SOD 1-5 pozitivno korelira sa Protostrongylidae sa visokim intenzitetom parazitske infekcije (r=

0,896; p<0,001).

Sumarno, kao Sto je pomenuto ROS i RNS predominantno uzrokuju Celijska oStecenja,
imaju i ulogu signalnih molekula i ucestvuju u intracelularnoj regulaciji. ROS i RNS interferiraju
sa ekspresijom gena i signalnim transdukcionim putevima. Oni uti¢u na redoks status i mogu
izazvati pozitivne odgovore (Celijska proliferacija), ali i negativno (¢elijska smrt). Imaju ulogu
sekundarnih glasnika, kao 3to je regulacija Ca** citosolne koncentracije, regulacija proteinske
fosforilacije, aktivacija odredenih transkripcionih faktora kao $§to su NF-xB i AP-1 familija
faktora. Reaktivne kiseoniCne i azotove vrste inhibiraju pojedine enzime i interaguju sa
sulthidrilnim grupama cisteinskih ostataka. Ove strukturne promene menjaju proteinsku
konformaciju koja vodi ushodnoj regulaciji nekoliko signalnih kaskada, kao Sto su scr7abl kinaza,
MAPK i PI3 kinaza zavisni signalni putevi. Ovi signalni kaskadni putevi vode aktivaciji nekoliko

redoks-reguliSucih transkripcionih faktora (AP-1, NF-«xB, p53, HIF-1, NFAT).
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7. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata istraZivanja kandidat je izveo sledece zakljucke:

1. U ispitivanim podruc¢jima, kod sojeva autohtone rase pramenke i uvezenih rasa ovaca,
ustanovljena je infekcija sa sledeCim parazitima: Trichostrongylidae, Nematodirinae,
Protostrongylidae, Trichuris spp, Strongyloides spp, Anoplocephalidae, Dicrocoelium
dendriticum i Eimeria spp. Vrsta parazitske infekcije zavisila je od ispitivanog podrucja i

rase/soja ovaca.

2. Koproloskim pregledom utvrden je razli¢it ekstenzitet i intenzitet parazitskih infekcija
kod sojeva autohtone rase pramenka i uvezenih rasa ovaca u ispitivanim podruc¢jima. Kod
autohtonih sojeva pramenke utvrden je niZi ekstenzitet i intenzitet parazitskih infekcija

(p<0,05).

3. Nivo oksidativnog stresa kod autohtonih sojeva pramenke i uvezenih rasa ovaca
razliCit je u zavisnosti od ekstenziteta i intenziteta parazitske infekcije. Utvrdeno je da su
oksidativne modifikacije proteina kod uvezenih rasa izrazenije pri istom ekstenzitetu i

intenzitetu parazitske infekcije u odnosu na sojeve autohtone rase pramenke (p<0,01).

4. Utvrdeno je da je, bazalni nivo peroksidacije lipida ¢elijske membrane kod kontrolnih
grupa uvezenih rasa ovaca veci u odnosu na autohtone sojeve pramenke (p<0,001). U
prisustvu parazitske infekcije, 1 kod sojeva autohtone rase pramenke 1 kod uvezenih rasa
ovaca, dolazi do oksidativne modifikacije lipida, koja je izraZenija kod uvezenih rasa

ovaca (p<0,05).
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5. Ukupna aktivnost superoksid dizmutaze 1 je veca kod sojeva autohtone rase pramenke
u odnosu na uvezene rase ovaca (p<0,05), Sto je potvrda jaceg odgovora sojeva pramenke
na oksidativni stres izazvan parazitskom infekcijom. Sa porastom intenziteta parazitske
infekcije ukupna aktivnost enzima SOD 1 se povecava i1 kod sojeva autohtone rase

pramenke i kod uvezenih rasa ovaca.

6. Aktivnost katalaze se smanjuje sa poveCanjem intenziteta parazitske infekcije, i kod

sojeva autohtone rase pramenke i kod uvezenih rasa ovaca (p<0,05).

7. Na osnovu relativne izoenzimske raspodele enzima laktat-dehidrogenaze (LDH),
utvrdeno je oSteCenje Celija razli¢itih organa, Sto je u zavisnosti od prisutne vrste i
intenziteta parazitske infekcije. Kod ispitivanih sojeva autohtone rase pramenke i
uvezenih rasa ovaca inficiranih sa Strongyloides spp, Dicrocoelium dendriticum i
Protostrongylidae utvrdeno je osteCenje celija miokarda (LDH,) i pluéa (LDHj). U
prisustvu parazitske infekcije sa Strongyloides spp, Trichuris spp 1 Dicrocoelium

dendriticum utvrdeno je oStecenje Celija jetre (LDHs).

8. U zavisnosti od intenziteta parazitske infekcije, 1 kod sojeva autohtone rase pramenke 1
kod uvezenih rasa ovaca, povecava se produkcija RNS. Kod uvezenih rasa ovaca nivo

nitrozativnog stresa je intenzivniji u odnosu na sojeve pramenke (p<0,001).

9. Primenom SDS-PAG elektroforeze i teCno-masene spektrometrije blize je odredena
molekulska masa izolovane ovc¢ije SOD 1, od 31,84 kDa i 29,5 kDa.

Izoelektrofokusiranjem je utvrdena izoelektri¢na tacka ovc¢ije SOD 1 od 6,42.

10. U ogledima in vitro, pri izlaganju SOD 1 dejstvu vodonik-peroksida, dokazana je

inhibicija aktivnosti ovog enzima i do 50%. Stepen inhibicije aktivnosti enzima zavisio je
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od vremena ekspozicije i primenjene koncentracije vodonik-peroksida. Elektroforetskim
analizama je utvrdeno da izlaganje SOD 1 vodonik-peroksidu dovodi do dimerizacije i
fragmentacije ovog enzima i formiranja 6 proteinskih traka molekulskih masa od 63,5
kDa, 31,84 kDa, 26,91 kDa, 21,97 kDa, 15 kDa i 13 kDa. Gasno-masenom analizom
utvrdeno je da vodonik-peroksid dovodi do karbonilovanja SOD 1 (m/z 881,91 i m/z
909,42) i ireverzibilne oksidacije tiolne grupe enzima (m/z 938,65 i m/z 969,96).
Izoelektrofokusiranjem je utvrdeno i prisustvo SOD 1 sa izoelektricnom tackom od 5,0,

Sto je posledica oksidativnih modifikacija ovog enzima.

11. Spektralnom elektron paramagnetnom rezonancom, u ogledima in vitro, po prvi put,
je dokazano stvaranje azot-dioksid radikala kao posledica oksidativnih modifikacija SOD

1.

12. Utvrdeno je da izoenzimski oblici SOD 1 mogu da se koriste kao biomarkeri u
proceni intenziteta parazitskih infekcija kod ovaca. U zavisnosti od intenziteta parazitske
infekcije 1 posledi¢ne oksidativne modifikacije javljaju se promene u izoenzimskim

oblicima SOD 1.

13. Pri blagom intenzitetu parazitske infekcije dolazi do smanjenja aktivnosti
izoenzimskog oblika SOD 1-1. Kod srednjeg i visokog intenziteta infekcije, izoenzimska
aktivnost SOD 1-2 se povecava. Ustanovljeno je da je aktivnost SOD 1-3 izoenzimskog
oblika smanjena kod blagog intenziteta, a povecana kod visokog intenziteta parazitske
infekcije oblim glistama (Nematodirinae i Trichuris spp). U prisustvu visokog intenziteta
infekcije sa pantljicarama (Anoplocephalidae) aktivnost izoenzima SOD 1-4 se povecava,
dok se u prisustvu parazitske infekcije sa plu¢nim vlaScima (Protostrongylidae) povecava

aktivnost izoenzima SOD 1-5.
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Mpwunor 1.

UsjaBa 0 ayTOpCTBY

MoTtnucanu: mp Bnaroje M. Aumutpunjesuh

6poj ynuca

U3sjaBrbyjem
[a je JOKTOpCcKa AucepTaLyja nog Hacrosom

Mcnutuawe  MoryhHocTM  kopuwherma  M30EH3UMCKMX  obGnuka
cynepokcug pgusmyrtase 1 kao OGuomMapkepa MHTEH3WTeTa MApPa3UTCKUX
uHdekumja kog oBaua“

e pes3ynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKMBa4dKor paaa,

e [a npennoxeHa guceprauuja y LENIMHA HM Y AenoBuMa Huje buna npeanoxexa
3a pobujae GUNO Koje Aunnome npema CTyAWjCKAM nporpamuma Apyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

e [a Cy pe3yntaTtil KOPEeKTHO HaBeaAeHN 1

e [1a HUCaM KpLUMO ayTopcka MpaBa W KOPUCTWO MHTEreKTyariHy CBOjUHY Apyrux
nuua.

MoTnuc pokropaHaa

N < N - ( —~ R
Qéumﬁ,/éw( %%Zya
/ f A

Y Beorpagy, 07.03.2013.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 ICTOBETHOCTM LUTaAMMNaHe U eJIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

me n npesume aytopa: Bnaroje M. Aumutpujesuh

bpoj ynuca

Ctyawujcku nporpam

Hacnos papa: ,Ucnutusarme MoryhHocTu kopulhewsa M30€H3UMCKUX obBnuka
cynepokcua ausmyTase 1 kao 6MoMapkepa UHTeH3UTeTa Napa3uTCKUX WHGekumja
Kopn oBaua“

MeHTop: ap Coduja Katuh-Pagusojesuh, penosHu npodgecop

MoTtnucanu mp Bnaroje M. Aumutpujesuh

usjaBrbyjeM fa je LuTamnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr pada WUCTOBETHAa ENeKTPOHCKO)
BEp3uju KOjy cam npeaao 3a objaerbuBake Ha noptany [AurutanHor penosutopujyma
YHuBep3auteTa y Beorpaay.

[lo3BorbaBam Ja ce objaBe Moju NYHM NojaLm Be3aHu 3a Aobujare akafeMcKor 3Barba
[OKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe W npe3nMe, roanHa u MecTo pohera 1 Aatym oabpaHe

paga.

OB/ nMYHM nopauy Mory ce o6jaBuT Ha MPEXHWM CTpaHuuama guratanHe
BUBNMoTEKe, Y ENEeKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukaumjama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 07.03.2013. ( .
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Mpwnor 3.

UzjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6Gubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y [Aurutantu
pernosuTopujym YHusepauteta y Beorpagy yHece mojy AOKTOpCKY AucepTtauujy non
HacnoBoM:

L,Acnutusame MoryhHocTH Kopulherwa M30eH3MMCKUX 06fnKa cynepokcung,
au3myTase 1 kao Guomapkepa MHTEH3UTETa NapasnMTCKUX MHdekumja koa oBaua“,

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vcepTaumjy ca CBUM Npurosnma npefao cam y enekTpoHCKOM opmarty norogHoM 3a
TpajHO apxuBMpaH-E.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxpaweHy y [iurutanyu penosutopujym YHusepsuteTa y
Beorpaay Mory Aa KopucTe CBU Koju MmowiTyjy oapenbe caapxaHe y ofabpaHom Tuny
nuueHue KpeatvsHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyymo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HekomMepLujanHo
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTopCTBO — HEKOMEpLWjanHo — AennuTy Nog UCTUM ycrosuma
5. AytopcTeBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENWUTW Noj UCTUM ycroBMma

(MonuMo Aa 3aoKpyxuTe camo jeaHy oA LecT NOoHyReHWX nuueHuwW, Kpatak onuc
NVLEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 07.03.2013.
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1. AyTtopcTBO - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO caonwTaBakwe gena,
N npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe aytopa wnu
JaBaoua nuueHue, Yak u y komepunjanHe cepxe. OBO je HajcrnobogHuja of cBuX
nuueHuw.

2. AyTopCcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTPUByLujy 1 jaBHO
caonwitaBawe fAena, v npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HadvH oapeheH of
CTpaHe ayTtopa wunu dasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbasBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepumjarnHo — 06e3 npepage. [lo3BorbaBaTte YMHOXaBahe,
anctpmbyumnjy M jaBHO caonwTaBake [fena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBaka WK
ynoTpebe fena y cBOM Aeny, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauduH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He 0O3BOSbaBa KomMepuujanHy ynotpeby
gena. Y ogHocy Ha CBe ocTarne fnuueHue, OBOM fIMLIEHLOM Ce orpaHn4aBa Hajsehu obum
npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTu nog uctum ycrosuma. [lo3BorbaBaTe
yMHOXaBahe, ANCTpuByLMjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede
UMe ayTopa Ha HauuH odpeheH o4 CTpaHe ayTopa unu fasaoua NUuUeHLEe U ako ce
npepaga guctpubympa no4 MCTOM MMM CAMYHOM  nuueHuom. OBa nuvueHua He
A03BOrbaBa koMepuwmjanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [do3sorbaBaTe yMHOXaBake, OMCTPUOYUM)y U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa unu ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH ogpefeH oA cTpaHe aytopa unv gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosrbaBa kKoMepuumjanHdy ynotpeby agena.

6. AytopctBO - genutu nog ucTuMm  ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBake gena, U npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha
HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa WM gasBaoua IvueHue W ako ce npepaja
anctpubympa nog WMCTOM  MnM CriMMHOM  nvueHuoM. OBa nuvueHua [o03BoSbasa
KoMmepuujanHy ynotpeby pgena wu npepaga. CnudHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
OJHOCHO NuueHuama oTBOPeHOr Koaa.
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