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MPLA-Monophosphoryl lipid A (engl.)-Monofosforil lipid A

MyD88-Myeloid differentiating factor 88 (engl.)-Faktor diferencijacije mijeloida 88
NaBu-Sodium butyrate (engl.)-Natrijev butirat
OH-SeMet-Hydroxy-selenomethionine (engl.)-hidroksi—selenometionin

PLAP—Placenta alkaline phosphatase (engl.)-Placentarna alkalna fosfataza



pNPP—Para—nitrophenylphosphate (engl.)-Para—nitrofenilfosfat
ROS—Reactive Oxygen Species (engl.)-Reaktivni oblici kisika
SeCys-Selenocysteine (engl.)-Selenocistein

SeMet-Selenomethionine (engl.)-Selenometionin

SOD-Superoxide dismutase (engl.)-Superoksid dismutaza

TAOC-Total antioxidant capacity (engl.)-Ukupni antioksidativni kapacitet

TNAP-Tissue non-specific alkaline phosphatase (engl.)-Tkivno nespecificna alkalna

fosfataza
TNF—a—Tumour necrosis factor—a (engl.)-Cimbenik nekroze tumora—a

UC-Ulcerative colitis (engl.)-Ulcerativni Kkolitis



1. UVOD

Alkalna fosfataza je enzim koji egzistira u Cetiri izoenzima, obavlja mnoStvo
funkcija i zahvaljuju¢i tome moze se pronaci u gotovo svim tkivima. Alkalna fosfataza
sisavaca posjeduje 4 kljucne karakteristike koje ih razlikuju od bakterijske alkalne
fosfataze i to su: specificno okruzivanje aktivnih mjesta hidofobnim, hidrofilnim ili
alifatskim aminokiselinskim ostacima, dugacki N—terminalni a—heliks, grani¢na fleksibilna

regija odnosno ,,krunasta regija* i Cetvrto mjesto za vezanje metalnog iona.

Crijevnu alkalnu fosfatazu nalazimo na sluznici svih dijelova probavne cijevi, ali se
njezina zastupljenost znacajno razlikuje. Najzastupljenija je u proksimalnom dijelu tankog
crijeva, a njena aktivnost u zelucu nije moguca zbog izrazito kisele pH vrijednosti. Uloge
crijevne alkalne fosfataze su brojne, primarno obavlja funkciju defosforilacije toksi¢nih
lipopolisaharida, nemetiliranih citozin—gvanozin dinukleotida te flagelina. Ostale uloge su
zaStita od infekcija 1 razvoja akutni i kroni¢nih bolesti, poticanje lucenja bikarbonata i
odrzavanje alkalne pH vrijednosti u lumenu crijeva, probava organskih fosfata i masti,
sprjeCavanje prodora bakterija u krvotok te brojne druge. Lipopolisaharidi su gradevna
jedinica vanjske membrane Gram-negativnih bakterija i sastavljeni su od lipida A,
ugljikohidratne osnove i ponavljaju¢ih jedinica oligosaharida koje se nazivaju O-antigen.
Ugljikohidratna osnova i lipid A imaju strukturnu ulogu, a toksi¢na svojstva pripisuju se
lipidu A. Invadiranjem tkiva ili proizvodnjom toksina bakterijski lipopolisaharidi izazivaju
niz razli¢itih bolesti kod svih kategorija svinja a pogotovo su osjetljiva novorodena prasad

i prasad prilikom odbica.

Selen je mikroelement koji u organizmu obavlja mno$tvo funkcija, primarna
funkcija je antioksidacija reaktivnih oblika kisika pomocu 25 vrsta selenoproteina od kojih
je najpoznatija glutation peroksidaza. U kombinaciji s vitaminom E, selen poboljSava
reproduktivhu  sposobnost muzjaka 1 koncepcijsku sposobnost zenki, djeluje
antikancerogeno i detoksifikacijski, poboljSava zdravlje vimena te osnazuje imuni sustav.
Podrijetlo selena u hrani moze biti organsko (selenometionin, selenocistein) ili anorgansko
(selenit, selenat) no izvrstan izvor selenometionina su selenom obogaceni kvasci koji

omogucuju odli¢nu iskoristivost organskog selena u organizmu.



Cilj rada bio je utvrditi optimalnu pH vrijednost za utvrdivanje aktivnosti crijevne
alkalne fosfataze. Takoder cilj je bio i utvrditi aktivnost crijevne alkalne fosfataze u

sluznici duodenuma i ileuma odbijene prasadi hranjene razli¢itim izvorima selena.



2. ALKALNA FOSFATAZA

Alkalna fosfataza (ALP) je homodimerni metaloenzim, svaki monomer graden je
od pet cisteinskih ostataka i tri metalna iona, dva Zn?* i jednog Mg?* koji su esencijalni za
njegov rad. Organizam Covjeka i veéine sisavaca sadrzi Cetiri vrste izoenzima alkalne
fosfataze: tkivno nespecificnu alkalnu fosfatazu (TNAP, engl. Tissue Non-Specific
Alkaline Phosphatase) koju uglavnom nalazimo u jetri, kostima i bubrezima i tkivo
specificne alkalne fosfataze odnosno, placentarnu alkalnu fosfatazu (PLAP, engl. Placenta
Alkaline Phosphatase) te alkalnu fosfatazu germinativnih stanica (GCAP, engl. Germ Cell
Alkaline Phosphatase) i crijevnu alkalnu fosfatazu (IAP, engl. Intestinal Alkaline
Phosphatase). Geni koji kodiraju humani TNAP smjesteni su na kromosomu 1, a geni za

ostale izoenzime smjesteni su na kromosomu 2 (Lallés, 2010., Yang, 2013.).

Alkalna fosfataza ubraja se u superporodicu enzima zbog Sirokog spektra funkcija
koje obavlja u organizmu, sudjeluje u mineralizaciji kosti, implantaciji embrija, ranoj
embriogenezi, pomaZze radu testisa, bubrega i jetre, apsorpciji masti, defosforilaciji,
protuupalnim procesima u probavnom traktu i regulaciji pH vrijednosti u crijevima
(Millén, 2006a.).

2.1. Usporedba alkalne fosfataze sisavaca i bakterija

Le Du i sur. (2001.) u svome radu opisuju razlike izmedu alkalne fosfataze u
bakteriji Escherichia coli (ECAP) i placentarne alkalne fosfataze sisavaca. Otkricem
trodimenzionalne strukture placentarne alkalne fosfataze sisavaca uocena je znatno
kompleksnija struktura enzima kod sisavaca. Svaki monomer sadrzi 479 ostataka, Cetiri
metalna iona, jedan fosfatni ion i 603 molekule vode. Monomeri su medusobno povezani
dvostrukom kristalografskom osi. Povr§ina enzima kod sisavaca i E. coli dijeli samo 8%
zajednic¢kih ostataka. U aktivnom mjestu enzima nalaze se samo ostaci esencijalni za
aktivnost, npr. kataliticki serin i tri mjesta za metalne ione i njihove ligande. M1 mjesto
sadrzi prvi Zn?* (Znl), M2 mijesto sadrzi drugi Zn?* (Zn2) i M3 mjesto sadrzi Mg?*. Ostaci
koji okruzuju vezna mjesta za metalne ione uglavnom se razlikuju za svaki izoenzim,
gornji dio aktivnog mjesta sadrzi mnogo bazi¢nih ostataka, a donji dio sadrzi uglavnom
alifatske ili hidrofobne ostatke. Od hidrofobnih ostataka koji okruzuju aktivno mjesto,

posebno je znacajan Tyr—367 Koji pripada drugom monomeru. Ovo specifi¢no okruzivanje
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aktivnog mjesta karakteristicno je za alkalnu fosfatazu sisavaca i uvjetuje kemijske osobine
enzima. Polovica povrsine enzima odgovara trima jasno definiranim regijama ¢iji slijedovi
u velikoj mjeri variraju unutar humanih alkalnih fosfataza i ne nalaze se na enzimima vrsta
koje nisu sisavci. Te regije su dugacki N-terminalni a—heliks, grani¢na fleksibilna petlja
poznata kao ,krunasta regija®“ i Cetvrto mjesto za vezanje metalnog iona (M4). Otkrice
trodimenzijske strukture PLAP omoguc¢ilo je modeliranje humanih izoenzima GCAP, IAP

i TNAP jer su sve novo otkrivene osobine takoder konzervirane u humanim izoenzimima.

Krunasta regija /g N - terminalni a - heliks

Regije vezanja metalnih iona

Slika 1. Struktura PLAP

Cjelokupna struktura prikazana je u obliku vrpce s pripadaju¢im bo¢nim lancima kojeg
Cine ostaci od tri dodatne regije u obliku lopte i Stapa. Monomer 1 prikazan je svijetlo
zelenom bojom, monomer 2 prikazan je plavom bojom, N-terminalni a—heliks prikazan je
crvenom bojom, krunasta regija prikazana je naranc¢astom bojom, a regije vezanja metalnih

iona prikazane su Zutom bojom.

Izvor: Le Du i sur. (2001.)



N—terminalni o—heliks je prvi od tri dodatna sekundarna strukturna elementa koja
posjeduju samo alkalne fosfataze sisavaca. Cine ga aminokiselinski ostaci 925 formirani u
obliku ruke koja obuhvaca susjednu monomernu podjedinicu, o—heliks i B—nabranu ploc¢u u
vrlo razli¢itim regijama (ostaci 208 — 280) te razli¢itu organizaciju malih B—nabranih ploca
u regiji 365-430. o-heliks koji sadrzi ostatke od 10 do 25 predstavlja strukturnu
komponentu aktivnog mjesta nuznu za izvr$avanje intramolekulske tranzicije tijekom
enzimatske katalize. Krunasta regija formira se umetanjem segmenata od 60 ostataka od
svakog monomera (ostaci 366 — 430). Sadrzi dvije male B-nabrane ploc¢e koje su u
medusobnoj interakciji. Svaka ploca sastoji se od tri paralelne niti okruzene sa Sest velikih
fleksibilnih petlji koje sadrze kratki o—heliks. Krunasta regija pokazuje najmanji stupanj
konzerviranja izmedu sisavaca. Svojstva specificna izoenzimima kao $to u nekompetetivna
inhibicija, toplinska stabilnost i alostericka regulacija pripisuju se ostatku 429 koji se
nalazi u ovoj regiji. Dodatno ¢etvrto mjesto za vezanje metalnog iona (M4 mjesto) ne
posjeduje alkalna fosfataza E. coli. Vezivno mjesto sastoji se od 76 ostataka (209-285)
savijenih u dvije B-niti okruzene o-heliksom, glikozilathog mjesta na Asn-249
stabiliziranog u interakciji s Trp—248 i dodatnog metalnog iona. Visina i kristalizacijsko
stanje vezivnog mjesta odgovara metalu koji ima oko 10 elektrona i lako bi ga mogao
zauzeti Mg?*, medutim, ¢etvrto vezivno mjesto koordinirano je karboksilatima iz Glu-216,
Glu-270 i Asp—-285, karbonilom iz Phe-269 te molekulom vode pa postoji moguénost da
vezivno mijesto zauzme Ca?*. Struktura ovog mijesta ofuvana je u humanim i migjim
alkalnim fosfatazama i predstavlja potencijalnu novu osobinu zajedni¢ku svim sisavcima
iako njegova znacajnost jo$ nije razjasnjena (Le Du i sur., 2001., Millan, 2006a., Millan,
2006h.).

Alkalna fosfataza sisavaca i ECAP razlikuje se u jo$ jednoj znacajnoj strukturi koja
se naziva Y367 (Tyr-367) a proteze se preko oba monomera. Prvi monomer sadrzi dio
podjedinice Y367 u blizini fosfatne skupine i His—432 koji kelira cinkov atom na Znl
aktivnom mjestu drugog monomera. Hidroksilna skupina podjedinice Y367 formira
vodikovu vezu s peptidnom skupinom histidina 432 koji je direktni ligand Zn?* na Znl
aktivnom mjestu. Prema Kozlenkov i sur. (2004.), podjedinica je strukturno sli¢na ostatku
429 te posjeduje kljuénu ulogu u odredivanju svojstava nekompetetivne inhibicije i

alosteriCke regulacije kod sisavaca.



Bitna razlika izmedu alkalne fosfataze sisavaca i bakterija je u broju cisteinskih
ostataka. Svi izoenzimi sisavaca sadrze pet cisteinskih ostataka dok se kod ECAP nalaze
samo Cetiri ostatka. Niti jedan od ostataka nije homologan ostatku u ECAP. Cisteinski
ostaci pronadeni u PLAP su Cys101, Cys121, Cys183, Cys467, Cys474 i medusobno tvore
dvije disulfidne veze izmedu Cys121-Cys183 te Cys467-Cys474. Cys101 ostaje slobodan
(Millan, 2006a., Millan, 2006b.). Kozlenkov i sur. (2002.) navode kako se u pokuSaju
zamijene cisteina serinom dogode znacajne promjene na enzimu. Ometanjem disulfidne
veze izmedu Cys121-Cys183 u potpunosti se sprijeCava formiranje aktivnog enzima. Veza
izmedu Cys467-Cys474 ima mnogo manje znacajnu ulogu pri formiranju enzima.
Zamjena na Cys101 ne mijenja svojstva enzima. Prema Le Du i sur. (2001.) PLAP ima dva
glikozilatna mjesta na Asn-122 i Asn—249, a stupnjevi njihove glikozilacije su varijabilni.
Dva disulfidna mosta u enzimu sisavaca nalaze se na razli¢itim mjestima usporedno s
mjestima na enzimu E. coli. Jedan most blizu je prvog glikozilatnog mjesta i moze oStetiti
petlju koja nosi ugljikohidratni lanac. Drugi most smjeSten je u blizini Asp—481 gdje je
vezan glikozil-fosfatidilinozitol (GPI) i moze stabilizirati orijentaciju PLAP—a u odnosu na

membranu.

AKtivno mjesto

Slika 2. Povr§ina monomera svih izoenzima alkalne fosfataze. Ostaci ukljuceni u vodikovu
vezu ili ionsku vezu preko bo¢nih lanaca obojeni su crveno. Ostaci uklju¢eni u vodikovu
vezu ili ionsku vezu preko glavnog lanca obojeni su plavo. Hidrofobni ostaci ukljuceni u

medusobno slaganje ili kation—n interakcije obojeni su ljubicasto.

Izvor: Le Du i Millan (2002.)



2.2. Kineticka svojstva alkalne fosfataze sisavaca

Alostericka regulacija alkalne fosfataze u obliku u kojem su sva aktivna mjesta
popunjena metalnim ionima bitno je svojstvo koje razlikuje enzim sisavaca i bakterija.
Princip alosterije podrazumijeva da ¢e vezanje supstrata u jednom aktivnhom mjestu utjecati
na drugo aktivno mjesto. Hoylaerts i sur. (1997.) u svom istrazivanju otkrili su kako
stabilnost i kataliticka svojstva svakog monomera kontroliraju konformacijske promjene
druge podjedinice alkalne fosfataze. Asn—-84 smjeSten je na povrSini dimera i Stvara
vodikovu vezu s Asn-91 preko kojeg utjeCe na stabilnost katalitiCkog serina. Ova
interakcija utjeCe na alostericke procese zbog povezanosti Asn—84 i procesa dimerizacije.
Tyr-367 smjesten je na ulazu u aktivnho mjesto na drugom monomeru. Mreza kojom je
Tyr—367 povezan s His—432, Znl aktivnim mjestom i fosfatnim ionim utjece na hidrolizu
fosfoserilne skupine smanjujuéi reaktivnost Znl aktivnog mjesta. Dodatna stabilizacija
Tyr-367 preko N-terminalnog o-heliksa utjeCe na enzimatsku aktivnost i alostericku
regulaciju. Mutacija Glu—429 odrazava se na afinitet Znl aktivnog mjesta za PLAP. Glu—
429 povezan je s His-30, Znl aktivnim mjestom i fosfathom skupinom, a njihova
povezanost takoder utjece na hidrolizu fosfoserilne skupine destabiliziranjem Zn1 aktivnog
mjesta. Autori su utvrdili da su alkalne fosfataze sisavaca alosteri¢ki enzimi u kojima
monomeri djeluju neovisno jedan o drugome kada su oba monomera potpuno ispunjena
metalnim ionima. Najmanje promjene aminokiselinskih ostataka u blizini aktivnih mjesta

mogu snazno utjecati na afinitet aktivnog mjesta prema Zn?*.

Nekompetetivna inhibicija je drugo kinetiCko svojstvo koje alkalne fosfataze
sisavaca ne dijele s bakterijama. Princip nekompetetivne inhibicije nalaZze da se inhibitor
moze vezati isklju¢ivo na kompleks enzim—supstrat, ne zauzima aktivno mjesto enzima, ali
djeluje na smanjenje prometnog broja enzima i ne moze se nadvladati povecanjem
koncentracije supstrata. Nekompetetivni mehanizmi L-—aminokiselina stereospecifi¢no
inhibiraju alkalnu fosfatazu. U slucaju PLAP, pocetni kompleks moze biti standardni
enzim-supstrat kompleks ili bilo koji intermedijarni kompleks. Prema Le Du i sur. (2001.)
molekularni mehanizam inhibicije ukljucuje ostatke Arg-166 i Glu—429 Sto sugerira
prisutnost hidrofobnog dzepa u aktivhom mjestu enzima. Za PLAP posebno znacajan 1
jedino njemu svojstven je Glu—429. U ostalim izoenzimima, na tom mjestu nalaze se drugi
ostaci; IAP sadrzi serin, GCAP sadrzi glicin dok je u TNAP na tom mjestu ugraden
histidin. Glu—429 smjesten je na ulazu u procjep koji vodi prema aktivnom mjestu i ¢ini
granicu ,,dzepa“ koji se proteze od kataliticCkog Ser—92 do fosfatnog produkta. Arg—166
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takoder je smjeSten na rubu procjepa i okruzen je Phe—-107, GIn-108 i Tyr—367 iz drugog
monomera. Selektivni inhibitor PLAP na mjestu ostatka Arg—166 je L—Phe, stabilizira se u
hidrofobnom dzepu pomocu karboksilne skupine arginina i amidne skupine glutamina. L—
Leu inhibira Glu—429 u PLAP i Gly-429 u GCAP. Inhibicija L-Leu i L-Phe ne zahvaca
histidinski ostatak u TNAP. Inhibicija L-Leu dogada se iskljucivo tijekom Kkatalitickog
procesa i snazno ovisi o pH vrijednosti, aktivnost je maksimalna pri pH = 10,5 i gotovo da
je nema pri pH = 7,5. Aktivnost ovisna o pH vrijednosti u skladu je s protoniranom amino
skupinom leucina kao inhibitora (Le Du i sur., 2001., Hoylaerts i sur., 1992., Kozlenkov i
sur., 2004.).



3. CRIJEVNA ALKALNA FOSFATAZA

Crijevna alkakna fosfataza (IAP) stateski je pozicionirana kako bi posredovala u
interakciji crijevnog sadrzaja, mikropopulacije crijeva i samog domacina. Njezina
zastupljenost kroz probavni trakt znatno se razlikuje, a Lalles (2010.) navodi da je u Zelucu
I debelom crijevu vrlo slabo zastupljena. Nasuprot tome, tanko crijevo bogato je alkalnom
fosfatazom, posebice duodenum, a pad njene zastupljenosti nastupa ve¢ na pocetku
jejunuma i nastavlja se dalje kroz ileum. Zastupljenost crijevne alkalne fosfataze obrnuto je
proporcionalna zastupljenosti bakterijske mikroflore u probavnoj cijevi. Histoloski
gledano, koli¢ina i aktivnost IAP raste od kripte prema vrhu crijevne resice. Takva
kvantitativna zastupljenost enzima opravdana s viSe aspekata, u proksimalnom dijelu
tankog crijeva apsorbira se najvise hranjivih tvari, AP smanjuje toksic¢an u¢inak patogene
mikroflore, aktivnost enzima poti¢e izluCivanje bikarbonata koji neutraliziraju zeluc¢ani

sadrzaj i povecavaju mu pH vrijednost kako bi se sprijecila oStecenja crijevnog epitela.

3.1. Biosinteza crijevne alkalne fosfataze

Crijevna alkalna fosfataza enzim je Cetkastog poruba kojeg izlucuju enterociti.
Enterociti su stanice koje grade do 90% epitela kripti i do 95% epitela crijevnih resica.
Ekspresija AP ovisna je o diferencijaciji endocita uzduz kritpa — resica osi i regulirana je
pomocu nekoliko transkripcijskih faktora, tiroidnog hormona (Ts), hranjivih tvari i upalnih
procesa (Lackeyram, 2012., Fan i sur., 2001.). Transkripcijski faktor cdx1 (engl. caudal-
associated homeobox transcriptional factor) koji se veze na promotorsku regiju gena za
IAP, hepatocit nuklearni faktor 4a, crijevno obogaceni Kruppel faktor i cink—vezuci
protein—89 dio su transkripcijskog kompleksa na genu za IAP. Unutarstani¢na biosinteza
odvija se na hrapavom endoplazamtskom retikulumu u obliku visokomanoznog
polipeptida. Biosinteza je ograni¢ena dosputnos¢u mRNA za crijevnu alkalnu fosfatazu,
nutrijenata u lumenu crijeva i hormonskom regulacijom putem T3 tiroidnog hormona. Za
pravilnu biosintezu nuzne su promjene koje ukljucuju posttranslacijsku glikozilaciju u
Golgijevom aparatu, sortiranje za transport pomocu specificnih vezikularnih nosaca ili za
vezanje na apikalnu membranu ili za degradaciju lizosomima ili ubikvitin proteosomima.

IAP se ve¢im dijelom nalazi kovalentno vezana na apikalnu membranu pomocu glikozil—



fosfatidilionzitola. Zrela IAP moze se vezati za Cestice nalik surfaktantu 1 izluéiti u laminu

propriju, limfati¢ne kapilare, serum ili lumen tankog crijeva (Lackeyram, 2012.).

Malo i sur. (2004.) navode kako Tstiroidni hormon ima klju¢nu ulogu u regulaciji
homeostaze crijevnog epitela. Razina endogenog Tz hormona naglo porasta u razdoblju
neposredno prije odbi¢a zbog brzog rasta probavnog sustava u cjelini, ali i promjene u
odnosima enzima sisaju¢e prasadi i odbijene prasadi. Sisajuca prasad posjeduje vise
laktaze i B—galaktozidaze nego odrasle svinje zbog specifi¢ne hranidbe. Promjena rezima
hranidbe koja se dogada tijekom odbica potiCe crijeva na promjenu koli¢ine tih enzima pa
tako dolazi do njihovog kvantitativnog smanjenja i kvantitativnog povecanja saharaze,
maltaze i crijevne alkalne fosfataze. Prilikom odbi¢a dolazi do hipoplazije odnosno
skracenja crijevnih resica i hiperplazije mukoze u crijevima. Tz tiroidni hormon, odnosno
njegovi receptori, utjeCu na ekspresiju i diferencijaciju enterocita i poticu luc¢enje enzima

karakteristi¢nih za odrasle jedinke.

Prema Fan i sur. (2001.) postoje Cetiri pristupa za proucavanje ekspresije ovisne 0
diferencijaciji enterocita in vivo: tehnika serijskog seciranja, kvantitativna citokemijska
analiza, kvantitativna imunohistokemijska analiza i sekvencijalna izolacija stanica u
kombinaciji s biokemijskom analizom. Prve tri metode kvantitativno Su ogranicene
dostupnoS¢u specificnih antitijela, dok metoda sekvencijalne izolacije stanica u
kombinaciji s biokemijskom analizom omogucava kineti¢ku analizu enzima. U svome
istrazivanju, Fan i sur. (2001) pokusali su razviti novu metodu izolacije epitelnih stanica
uzduZ kripta—resica osi u crijevima novorodene prasadi 1 kvantitativno odrediti aktivnost
glavnih probavnih i apsorpcijskih enzima. U pokusu je koriSteno 38 prasadi odbijenih u
dobi od 7 dana. Svako prase individualno je smjeSteno u kavez s hranilicom i
temperaturom reguliranom na 28 °C. Hranjeni su tri puta dnevno obrokom koji se sastojao
od 25 % laktoze, 25 % proteina 1 10 % masti. Prasad je zaklana u dobi izmedu 14 1 18 dana
I izolirani su uzorci crijevnih epitelnih stanica. Prva pokusna skupina brojala je 20
zivotinja. Njihovi uzorci koristeni su za mjerenje visine resica i dubine kripti te migracijske
kinetike epitelnih stanica od proksimalnog prema distalnom dijelu crijeva. Druga pokusna
skupina sastojala se od 10 Zzivotinja podijeljenih u dvije skupine. Uzorci su sluzili za
odredivanje valjane procedure izolacije epitelnih stanica uzduz kripta—resica osi
ispitivanjem gradijenta distribucije stani¢nih markera kripti i resica. U svakoj skupini 2
praseta su zaklana u dobi od 14 dana, 2 u dobi od 16 dana i jedno u dobi 18 dana. Treca

pokusna skupina sastojala se od 8 prasadi podijeljenih u dvije skupine, a njihovi uzorci
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koriSteni su za usporedbu gradijenta distribucije probavnih i apsorpcijskih enzima iz
enterocita uzduz kripta—resica osi. U svakoj grupi, 2 praseta su zaklana u dobi od 14 dana,
2 u dobi od 16 dana i jedno u dobi 18 dana. Rezultati prve pokusne skupine pokazali su da
je visina resica statistiCki znacajno niza u proksimalnom dijelu tankog crijeva nego u
distalnom dijelu. Proksimalni dio crijeva imao je dublje kripte za razliku od distalnog
dijela. Veca dubina kripti i niza visina resica karakterizirala je proksimalni dio tankog
crijeva u odnosu na distalni dio. Rezultati migracijske kinetike enterocita proksimalnog i
distalnog dijela crijeva nisu se razlikovali. Autori rada zakljucili su kako kombinacija
migracijske kinetike enterocita i visine resica objasnjava zivotni vijek enterocita. Naime,
enterociti u resicama proksimalnog dijela tankog crijeva imali su Zivotni od 4,7 £ 0,4 dana
dok su enterociti distalnog dijela tankog crijeva imali dvostruko duzi Zivotni vijek, to¢nije
10,2 + 1,5 dana. Rezultati druge eksperimentalne skupine pokazali su nagli porast
aktivnosti enzima markera (IAP, aminopeptidaza N, saharaza, laktaza) od kripte prema
vrhu resice. KoriStena metoda rada bila je sekvencijska izolacija stanica proSirene crijevne
vre¢e u kombinaciji s biokemijskom analizom. Rezultati tre¢e eksperimentalne skupine
pokazali su kako je ekspresija sva 4 enzima povecana od kripte prema vrhu resice u oba
dijela tankog crijeva. Aminopeptidaza N i saharaza imale su linearnu krivulju porasta
ekspresije za razliku od IAP i laktaze Cije su krivulje rasta ekspresije bile znatno ostrije.

Povecana ekspresija laktaze u skladu je s hranidbenim reZimom novorodene prasadi.

3.2. Uloge crijevne alkalne fosfataze

Kompleksne interakcije crijevne alkalne fosfataze s prirodnom mikropopulacijom
crijeva, crijevnim epitelom te crijevnim sadrzajem rezultiraju brojnim pogodnostima za
organizam ukoliko niti jedna komponenta kompleksa nije poremecena. Primarna uloga
IAP je uklanjanje fosfatnih skupina tj. defosforilacija toksi¢nih mikrobnih liganada poput
lipopolisaharida (LPS, engl. lipopolysaccharides) koje su sastavni dio Gram-—negativnih
bakterija, defosforilacija nemetiliranih citozin—gvanozin dinukleotida (CpG, engl.
unmethylated cytosine—guanosine dinucleotides) koji su sastavni dio bakterijske DNA te
flagelina, bakterijskog proteina koji se nalazi u flagelama (Bilski i sur., 2017., Lalles,
2014.). Osim defosforilacije, IAP pomaze pri zastiti od sistemskih infekcija, zastiti od
razvoja sepse tijekom akutnih upala te zastiti od kroni¢nih upalnih bolesti poput upalne

bolesti crijeva (IBD, engl. inflammatorybowel disease), ulceroznog kolitisa (UC, engl.
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ulcerative colitis), dijareje povezane s antibioticima (AAD, engl. antibiotic—associated
diarrhoea), bolesti povezane s Clostridium difficile (CDAD, engl. Clostridium difficile
associated disease) te drugih metabolickih bolesti poput gojaznosti, debljine i raka (Estaki
i sur., 2014., Bilski i sur., 2017.). Klju¢na uloga IAP u odrzavanju homeostaze crijeva i
organizma u cjelini vidljiva je kroz odrzavanje mukozne tolerancije na komenzalne
bakterije i sprijecavanje prodora bakterija iz lumena crijeva u mezenterijalne limfne
¢vorove (Lalles, 2014.). Ostali blagotvorni ucinci crijevne alkalne fosfataze su odrzavanje
alkalne pH vrijednosti u crijevima, probava organskih fosfata, apsorpcija masti (Estaki i
sur., 2014., Malo i sur., 2010.), pojacavanje izluCivanja bikarbonata ¢ija je uloga
neutraliziranje kiselog zeluCanog sadrzaja i stvaranje optimalnih pH vrijednosti za
aktivnost 1AP te zastita sluznice crijeva od bakterijskih endotoksina (Lackeyram, 2012.,
Bilski i sur., 2017.), moduliranje apsorpcije intestinalnih dugolan¢anih masnih kiselina
(LCFA, engl. long—chain fatty acids) (Bilski i sur. 2017., Lallés, 2014.) te sprijecavanje
prodora bakterija iz lumena crijeva u krvotok (Melo i sur., 2016a., Lallés, 2014.)

Defosforilacijom CpG onemoguéuje se daljnje razmnozavanje bakterija, a
defosforilacijom flagelina sprijeCava se njihova translokacija u krvotok gdje ocituju svoja

patogena 1 patoloska svojstva (Bilski 1 sur., 2017.).

3.2.1. Lipopolisaharidi: grada i defosforilacija

Lipopolisaharidi ¢ine vanjski sloj vanjske membrane kod gotovo svih Gram —
negativnih bakterija i odgovorni su za endotoksi¢na svojstva koja dolaze do izraZaja kad se
bakterije nastane i razmnoze u organizmu. Osim vanjske membrane, takve bakterije imaju i
dodatne elemente smjestene u prostoru do citoplazme a to su: periplazmicki prostor,
peptidoglikan, ponovno periplazmicki prostor 1 unutra§nja membrana. Molekula LPS moze
se podijeliti na tri funkcionalna dijela: lipid A, ugljikohidratna osnova i ponavljajuce
jedinice O-antigena. Jedinice O—antigena gradene su od najvise 40 ponavljajuéih jedinica
oligosaharida i usmjerene su prema vanjskoj okolini. Lipid A smjesten je u vanjskoj strani
vanjske membrane, posjeduje hidrofobna svojstva, odrzava integritet membrane i
odgovoran je za endotoksi¢na svojstva molekule. Ugljikohidratna osnova dodatno
stabilizira i osnazuje strukturu vanjske membrane i nalazi se po cijeloj povrsini bakterije.
O-antigeni takoder su smjesteni po cijeloj povrsini bakterije. Lipopolisaharidi koji sadrze
samo lipid A i ugljikohidratnu koru nazivaju se ,hrapavi“ i Cesto im je drugi naziv
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lipooligosaharidi. Kompletnim lipopolisaharidom smatra se onaj koji sadrzi i O—antigene i
takvi se nazivaju ,,glatki lipopolisaharidi (Wang i Quinn, 2010a., Wang i Quinn, 2010b.,
Maldonado i sur., 2016.).

man

O - antigen
tha o abe (do 40 ponavljajucih
qal jedinica)

Unutra$nja membrana

]I,'glj\kohidmma osnova

Periplazmicki
prostor - on %0 ]Disahand difosfat
Peptidoglikan
Lipid A Masne
kiseline
Vanjska lipopolisaharidna
membrana a b
|STRUKTURA LIPOPOL[S.'\HAR]DA]

Slika 3. Stani¢ni zid Gram—negativne bakterije (a). Struktura lipopolisaharida (b).

Izvor: https://microbeonline.com/lipopolysaccharide-Ips-of-gram-negative-bacteria-

characteristics-and-functions/

Poznavanje puteva biosinteze LPS-a, prema Wang i Quinn-u (2010a., 2010b.),
kljutno je =za kontrolirano razmnozavanje Gram-—negativnih bakterija i lijecenje
septikemijskog Soka koji je samo jedna od posljedica nekontroliranog razmnoZzavanja
bakterija u domacinu. Biosinteza lipida A inicira se u bakterijskoj citoplazmi, trazi
mnoStvo enzima 1 zavrSava se na unutraSnoj membrani bakterije 1 predstavlja
konzervativno najo¢uvaniji dio lipopolisaharida. Naroc¢ito ouvana je strukutrna okosnica
koja se sastoji od disaharida i glukozamina. Lipid A putuje kroz membrane i
medumembranski prostor sve dok ne dostigne vanjski sloj vanjske membrane.
Ugljikohidratna kora sintetizira se vrlo brzo i u¢inkovito zahvaljuju¢i kompleksu enzima
glikozil-transferaza koji kao donore koriste nukleotidne Secere. Ugljikohidratna osnova
moze se podijeliti na dvije strukturne regije: unutarnja kora koja se povezuje s lipidom A 1
vanjska kora koja se povezuje s O-antigenom. Za razliku od lipida A koji pokazuje vrlo
visok stupanj konzervativnosti, ugljikohidratna osnova razlikuje se izmedu razli¢itih
bakterijskih vrsta. Razlikovanje je dokazano 1 na razini vrste, razli€iti podtipovi

Escherichia coli imaju razli¢ito gradenu ugljikohidratnu osnovu. Gledano prema
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strukturnim regijama, vanjski dio osnove pokazuje veci stupanj razlikovanja od unutarnje.
lako je strukturno vrlo razli¢ita, osnovni kostur ugljikohidratne osnove je oligosaharidni
lanac od Sest podjedinica. Najées¢i Seceri su 2—ketooktaza u obliku 3—deoksi—D-mano—
okulosoni¢ne kiseline (Kdo, engl. 3—deoxy—D-manno—oct—2—oculosonic acid), L—glicero—
D—mano-heptoza (Hep, engl. L—glycero—-D—manno—heptose), D—glukoza i D—galaktoza.
Biosinteza O—antigena obavlja se na citoplazminoj povrsini unutarnje membrane. Enzimi
glikozil-transferaze koriste Se¢erne donore za sintezu O—antigena na undekaprenil fosfatu,
membranski vezanom nosacu. Strukturne jedinice O-antigena razlikuju se prema tipu
monomera od kojih su gradeni, O—glikozidnim vezama, poziciji i stereokemiji. Veze
izmedu podjedinica O—antigena mogu biti linearne ili razgranate (Wang i Quinn, 2010a.,
Wang i Quinn, 2010b., Maldonado i sur., 2016.).

Tkivo probavne cijevi svih kategorija svinja prima hranjive tvari iz dva izvora: iz
hrane (Cetkasti porub) i sistemske cirkulacije (bazolateralna membrana). Specifi¢ne potrebe
za rast i razvoj karakteriziraju probavni sustav s obzirom na specifi¢nu apsorpciju hranjivih
tvari. Novorodeno prase ima moguénost iskoriStavanja oko 50% esencijalnih aminokiselina
iz hrane (lizin, glutamin, leucin, treonin). Kolostrum ima vitalnu vaznost za novorodenu
prasad, zahvaljuju¢i njemu prasad stjece pasivni imunitet unoSenjem imunoglobulina te
unosi u organizam aktivne peptide, aminokiseline i nutrijente neophodne za rast i
diferencijaciju tkiva probavnog sustava. Izostanak sisanja kolostruma povlaci niz
negativnih posljedica za organizam koje u kombinaciji s lo§im higijenskim i
mikroklimatskim uvjetima te izostankom suplementacije Zeljeza snazno pogoduju razvoju
patogenih Gram-negativnih bakterija sto moze dovesti do uginuca. Bakterijske vrste koje
obitavaju u crijevima svinja mogu se podijeliti na komenzalne, oportunisticke i patogene.
Komenzalne Zive u simbioticCkom odnosu s domacinom, oportunisti¢ke iskazuju svoja
patogena svojstva samo u slucaju pada imunosti, dok patogene izrazavaju svoja svojstva i
uzrokuju bolest odmah po ulasku u organizam. Bakterije uzrokuju bolest preko dva

mehanizma: invadiranjem tkiva ili proizvodnjom toksina (Post, 2012.).
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Tablica 1. Gram—negativne bakterije i bolesti odnosno klini¢ki znakovi do kojih dovode

Bakterija Bolest(i) i / ili klini¢ki znaci

Brachyspira hyodysenteriae Dizenterija svinja

Brachyspira pilosicoli Spiroketoza kolona

Campylpbacter coli/jejuni Enteritis

Escherichia coli Kolibaciloza, neonatalna septikemija, enteritis

Lawsonia intracellularis Enteropatija s proljevom

Leptospira species Slabost prasadi

Salmonella enterica Enteriticka i spetikemijska salmoneloza

Yersinia enterocolitica Enteritis

Yersinia pseudotuberculosis Kolitis

Izvor: Post (2012.)

Tablica 2. Gram—negativne bakterije i bolesti koje uzrokuju u probavnom sustavu

Bakterija Bolest

Bacteroides fragilis Upala kolona/tumor kolona

Campylobacter jejuni Gastroenteritis

Enterohemoragi¢na E. coli (EHEC)

Krvava dijareja, hemoliti¢ki kolitis

Enterotoksi¢na E. coli (ETEC)

Dijareja

Izvanstani¢na patogena E. coli

Izvanstani¢ne infekcije urinarnog trakta, neonatalni

(EXPEC) meninigitis i septikemija
Shiga toxin producing E. coli
Hemoragi¢ni kolitis
(STEC)

Helicobacter pylori Gastritis, ¢irevi, rak zeluca

Salmonella typhi Enteriticka groznica

Shigella dysenteriae serotip 1 Shigeloza (bacilarna dizenterija)

Shigella flexneri Dijareja

Vibrio cholerae Dijareja

Izvor: Chatterjee i Chaudhuri (2012.)

Wang i Quinn (2010a.) navode da odgovor imunosnog sustava domacina ovisi o
snazi infekcije i strukturi bakterijskog LPS koji se prosirio organizmom. LPS stimuliraju
membranski protein ,, Toll-like receptor 4 (TLR4) smjeSten na povr$ini stanica imunosnog
sustava poput monocita, makrofaga, neutrofila i dendritickih stanica. TLR4 receptor ovisi o

malom MD-2 proteinu koji prepoznaje LPS. Nakon prepoznavanja, TLR4 aktivira druge
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unutarstani¢ne proteine koji dalje poti¢u protuupalni odgovor. Prema Bilski i sur. (2017.)
vezanje LPS—a na TLR4 moze aktivirati dva razli¢ita mehanizma: mehanizam ovisan o
MyD88 (engl. myeloid differentiating factor 88) ili mehanizam neovisan o MyD88.
Aktivacija mehanizma ovisnog o MyD88 vodi do aktiviranja nuklearnog faktora kB (NF—
kB, engl. nuclear factor-«xB) i otpustanja protuupalnih citokina kao sto su interleukini (IL—
1, IL-6, IL-8 IL-12) te ¢imbenika nekroze tumora—o (TNF-a, engl. tumour necrosis
factor-a). Visoke koncentracije LPS mogu izazvati povec¢anu temperaturu i poviSeni sréani
ritam koji vode do septikemijskog Soka i uginuca. Nasuprot tome, niske koncentracije
nekih LPS—a aktiviraju imunomodulatore koji mogu inducirati nespecifi¢nu otpornost.
Aktivacija TLR4 receptora ovisi 0 fosfatnim skupinama te duzini i broju acilnih lanaca na
lipidu A, na primjer, lipid A Escherichie coli koji sadrzi dvije fosfatne skupine i Sest
acilnih lanaca gradenih od 12 do 14 ugljikovih atoma snazan je aktivator imunog sustava.
Dvije fosfatne skupine lipida A na lipopolisaharidima podrzavaju vezanje kompleksa LPS—
TLR4, a defosforilacijom pomocu intestinalne alkalne fosfataze inhibira se mehanizam
ovisan o MyD@88 zaustavljanjem aktivacije TLR4 i shodno tome smanjene aktivacije NF—
kB 1 protuupalnih citokina. Nakon $to IAP izvrsi defosforilaciju, LPS ne moZze stimulirati
TLR4 receptore (Bilski i sur., 2017.). Bentala i sur. (2002.) u svome istrazivanju navode
kako je za toksi¢nu aktivnost LPS—a esencijalna prisutnost dvije fosfatne skupine vezane
na diglukozamin u lipidu A. Monofosforil lipid A (MPLA, engl. monophosphoryl lipid A)
je u potpunosti netoksican §to dokazuje da IAP mora defosforilirati samo jednu fosfatnu

skupinu lipida A kako bi se eliminirala moguénost razvoja patoloskih stanja u organizmu.

Melo i sur. (2016a.) u svome istrazivanju utvrdivali su povezanost izmedu IAP,
natrijevog butirata i esencijalnih ulja iz brazilske crvene papri¢ice te njihov utjecaj na
upalne procese izazvane LPS. Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjeCu li esencijalna ulja i
natrijev butirat na aktivnost crijevne alkalne fosfataze i regulaciju upalnih procesa
izazvanih lipopolisaharidima. Esencijalna ulja dokazano podizu otpornost crijeva djelujuci
antioksidativno, antimikrobialno, protuupalno i antiulcerogeno. Natrijev butirat,
kratkolan¢ana masna kiselina derivat je butiri¢ne kiseline i ima regulatornu ulogu upalnih
procesa poticu¢i genetsku ekspresiju NF—«B. Najvaznija funkcija natrijevog butirata
zapravo je regulacija genske ekspresije 1 aktivnosti crijevne alkalne fosfataze. Nakon
provedenih istrazivanja potvrdili su hipotezu da esencijalna ulja i natrijev butirat dodatno
pomazu aktivnost IAP preko stimulacije NF-xB. U¢inak defosforilacije LPS pomoc¢u IAP

moze se izmjeriti odredivanjem koli¢ine otpustenih fosfatnih skupina.
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Hrana utjece na komenzalne bakterije. Bakterije IAP defosforilira LPS
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Slika 4. Crijevna alkalna fosfataza odrZzava homeostazu u probavnoj cijevi

Izvor: Estaki i sur. (2014.)

Enterociti izlu€uju IAP koja ima vitalnu ulogu u crijevima i izvan njih jer se
defosforilacijom LPS u lumenu crijeva i krvi sprije€ava razvoj vise vrsta bolesti 1 sepse.
Vecim je dijelom IAP vezana na membranu ali sadrzana je u visokim koncentracijama u
apikalnom dijelu enterocita i vezikulama lumena bogatim proteinima. 1z slike 4. vidljivo je
da membranski vezana IAP ima esencijalnu ulogu sprijecavanja prodora bakterija kroz
epitel crijeva u lamina propriju, limfne ¢vorove i krv. Na taj nacin membranska IAP
sprijeava dodatnu aktivaciju imunolo$kih stanica i protuupalnog odgovora. Apikalna i
vezikularna IAP defosforiliraju LPS koji se pronalaze slobodni u lumenu crijeva. Ako LPS
ipak probiju membransku obranu, enterociti izlucuju IAP u laminu propriju gdje potice
ekspresiju imunih stanica. Iz lamine proprije prelazi u krvotok, cirkulacijom se raznosi po
organizmu kako bi obavila defosforilaciju i sprijecila razvoj sepse. Za pravilnu funkciju
IAP potreban je dobro balansiran obrok; vrlo masni obroci, ®—3 polinezasi¢ene masne

kiseline, proteinima siromasni obroci i gladovanje su c¢imbenici koji Se negativno
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odrazavaju na koncentraciju i aktivnost IAP. Bjelancevinasta hrana i hrana bogata ®-3

masnim kiselinama pomazu radu crijevne alkalne fosfataze.

3.3. Aktivnost crijevne alkalne fosfataze kod prasadi prilikom odbiéa

Odbice prasadi teholoski je najosjetljivije razdoblje intenzivnog uzgoja svinja i u
kombinaciji s lo§im provodenjem procesa rezultira bolestima i nerijetko smrtnim ishodima.
Intenzivni sustavi uzgoja zahtjevaju koji brze rezultate rasta, zdrave zivotinje i kvalitetne
finalne proizvode Cesto se suoCavaju s negativnim posljedicama preuranjenog odbica
prasadi. Promjena hranidbe, odvajanje od krmace, mjeSanje s prasadi iz drugog legla i
promjena socijalne hijerarhije te potpuno novi sustav uzgoja stresori su koji pogadaju
prasad u ovom razdoblju. Lackeyram i sur. (2010.) navode kako je prenaglo i prerano
odbice povezano sa smanjenom konzumacijom hrane $to uzrokuje promjene u strukturi i
funkciji probavnog sustava. Prasad naime posjeduje fetalne enterocite kao i enterocite
karakteristi¢ne odraslim zivotinjama. Potpuna zamjena fetalnih enterocita dogada se oko
19 dana po rodenju i preklapa se sa pocetkom odbica. Stres i iscrpljivanje organizma
tijekom odbica reduciraju broj fetalnih enterocita, i iako se razvijaju enterociti kakve imaju
odrasle zivotinje, postoji mogucnost da se patogene bakterije umnoze te se razviju bolesti
poput dijareje i enteritickih bolesti. Ekspresija crijevne alkalne fosfataze u tankom crijevu
ovisna je o diferencijaciji enterocita. Zbog brojnih funkcija koje ima u tankom crijevu, IAP
se smatra kljuénim enzimom u primarnoj probavi i apsorpciji (Lackeyram i sur., 2010.,

Lackeyram, 2012.).

Istrazivanjem povezanosti ranog odbica i kinetickih svojstava IAP (Vmax, Km, Vcap)
Lackeyram i sur. (2010) zakljucili su kako postoje statisti¢ki znacajne razlike (P < 0,05)
izmedu skupine rano odbijene prasadi i skupine sisajuce prasadi. U istrazivanju koriSteno
je 12 prasadi Yorkshire pasmine, 6 muskih 1 6 zenskih, nasumic¢no odabranih iz legla 6
razli¢itih krmaca. Prasad je odabrana u dobi od 10 dana i tjelesne mase 3,23 + 0,13 kg,
premjestena u poseban boks i hranjena slijede¢ih 12 dana hranom baziranom na kukuruzu i
soji. Kontrolna skupina sastojala se od 12 prasadi iste pasmine i istog omjera spolova.
Prasad je takoder odabrana u dobi od 10 dana i dopusteno im je sisanje krmac¢inog mlijeka
slijede¢ih 12 dana. Na dan uzimanja uzoraka jejunuma prasad je anestezirana, uzeti su
uzorci proksimalnog i distalnog jejunuma. Na svim uzorcima jejunuma izmjerena je visina

crijevnih resica i dubina kripti te debljina glatkomiSi¢nog tkiva koje okruzuje crijeva. Za
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odredivanje kinetickih aktivnosti IAP uzorci proksimalnog jejunuma su homogenizirani i
kategorizirani na uzorke unutarstani¢ne frakcije i uzorke apikalne membrane. Analiza je
izvrSena na 37 °C 1 u trajanju od 10 minuta u ukupno 1 mL otopine koja sadrzi 10 g
proteina, 2,0 mmol/L KF, 4,0 mmol/L MgCl2i 0-10 mmol/L P-nitrofenil fosfata (pNPP)
na pH vrijednosti 10,5. Rezultati istrazivanja pokazali su da je skupina odbijene prasadi
imala statistiCki znacajno nizu tjelesnu masu na dan uzimanja uzoraka. Histoloske
vrijednosti visine crijevnih resica za proksimalni jejunum su 55%, za distalni jejunum 51%
manje nego kod kontrolne skupine. Dubina kripti kod prasadi u odbi¢u se znacajno
povecala, 128% u proksimalnom jejunumu i 98% u distalnom jejunumu. Debljina
mukoznog tkiva (visina resica + dubina kripti) manja je za 20% kod skupine odbijene

prasadi.

Tablica 3. Morfologija mukoznog sloja jejunuma kod skupine sisaju¢e prasadi i skupine

odbijene prasadi

Sisajuca prasad | Odbijena prasad Standardna
Morfoloski segement jejunuma greska
Proksimalni jejunum He
Visina resica 501,5 223,6* 0,91
Dubina kripti 138,4 315,1* 0,59
Visina resica:dubina kripti 3,8 0,8* 0,01
Debljina mukoznog sloja 639,9 512,0* 0,95
Debljina glatkomisSi¢nog tkiva 1824 175,1 0,65
Distalni jejunum
Visina resica 499,8 246,1* 1,64
Dubina kripti 128,9 255,2* 0,60
Visina resica:dubina kripti 4,2 1,0* 0,01
Debljina mukoznog sloja 628,7 501,4* 1,83
Debljina glatkomis$i¢nog tkiva 189,8 203,2 1,16

* Statisticki znacajne razlike, P < 0,05

Izvor: Lackeyram i sur. (2010.)
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Kineticka svojstva IAP mjerena su na uzorcima duodenuma, proksimalnog
jejunuma, distalnog jejunuma i ileuma. Statisticki znacajne razlike u duodenumu,
proksimalnom 1 distalnom jejunumu postojale su izmedu svih kinetickih parametara,
vrrijednosti Vmax, Km 1 Veap bile su nize kod skupine odbijene prasadi nego kod skupine
sisajuce prasadi. Vrijednosti vmax I Km U ileumu ne pokazuju statisticki znacajne razlike,
jedino je Vegp vrijednost snizena kod skupine odbijene prasadi. Rano odbice rezultiralo je i
snizenjem kineti¢kih vrijednosti ukupne mukozne I1AP, 26% nizi Km, 22% niZi Vmax, 19%

nizi Vcap-

Tablica 4. Kineti¢ka svojstva IAP kod skupine sisajuce prasadi i odbijene prasadi

Veap

Segment crijeva Km (mmol/L) Ve ) ) mol/(kg tj. mase *

pmol/(mg proteina*min)
dan)

Duodenum

Sisajuca prasad 8,36 £ 0,72 0,421 + 0,062 0,139 + 0,010

Odbijena prasad 11,06 + 1,69 * 0,342 + 0,021 * 0,068 £ 0,011 *
Proksimalni jejunum

Sisajuca prasad 6,99 £ 0,79 0,509 + 0,048 0,958 + 0,029

Odbijena prasad 7,87 +0,58 * 0,432+ 0,032 * 0,831+0,018 *
Distalni jejunum

Sisajuéa prasad 6,00 £ 0,92 0,511 + 0,061 0,902 + 0,032

Odbijena prasad 8,64+130* 0,374 £ 0,032 * 0,714 £0,019 *
lleum

Sisajuca prasad 7,46 + 0,60 0,362 + 0,044 0,212 + 0,020

Odbijena prasad 7,75 +0,67 0,349 + 0,047 0,179+ 0,021 *
Ukupno tanko crijevo

Sisajuéa prasad 7,06 £0,44 0,454 + 0,029 2,209 + 0,077

Odbijena prasad 8,87 +0,45* 0,353+ 0,023 * 1,790 + 0,058 *

* Statisticki znacajne razlike, P < 0,05

Izvor: Lackeyram i sur. (2010.)

Kasniji pocetak procesa odbica rezultira brojnim pogodnostima za organizam, rast i
razvoj uravnotezeni su s hormonalnim promjenama i promjenama rezima hranidbe pa je
rizik od negativnih posljedica smanjen. Provedenim istrazivanjem, autori su dokazali na

stani¢noj razini kako je kasnije odbice bolja opcija za prasad.
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4. SELEN

Selen (Se) je kemijski element i nemetal Ciji je atomski broj 34. U periodnom
sustavu elemenata smjesten u elemente 16. skupine koja nosi nazive kisikova skupina ili
halkogeni elementi. Fizikalna i kemijska svojstva slicna su svojstvima sumpora i telura
koji su u periodnom sustavu smjesteni iznad i ispod njega. Toksi¢ne i letalne sli¢nosti dijeli
s arsenom smjesStenim lijevo od njega u periodnom sustavu. U prirodi se rijetko javlja u
Cistom elementarnom stanju ili kao Cista ruda, mnogo ¢eS¢e se pojavljuje u alotropskim
oblicima ili kao komponenta organskog spoja. Naj¢e$¢i alotropski oblik selena je crveni
amorfni prah zatim crvena kristali¢na tvar i sivo—crna kristali¢na tvar sli¢na metalu koja se

naziva jo$ i metali¢ni selen (Meija i sur., 2016., Royal Society of Chemistry).

4.1. Metabolizam selena

BioraspoloZivost selena u organizmu direktno je ovisna o podrijetlu. Hranom
uneseni selen dijeli se na organski i anorganski. Organski selen podrazumijeva oblike
vezane na metionin 1 cistein, aminokiseline koje sadrze sumpor i nazivaju se
selenometionin (SeMet) i selenocistein (SeCys). Dobri izvori organskog selena takoder su
metilirani oblici selenometionina. Anorganski selen ¢ine selenove soli koje se dijele na
selenite (SeOs%) i selenate (Se04?). Dostupnost selena u hrani za Zivotinje ovisi 0 njegovoj
raspolozivosti u tlu koja znafajno varira ovisno o geografskoj lokaciji 1 klimatskim
uvjetima, pH vrijednosti tla, dostupnosti kisika u tlu te koli¢ini sumpora. Biljke putem
korijena akumuliraju anorganske oblike selena i asimiliraju ih u organske oblike, najcesce
selenometionin i njegove metilirane oblike, vise od 50%, a ostatak ¢ine selenocistein i vrlo
male koli¢ine neasimiliranih selenata i1 selenita. Ljudski i Zivotinjski organizam najbolje
koristi i skladisti selenometionin, najvise ga se nalazi u skeletnim misi¢ima, 28-46%. lako
sadrZze najviSe selena, skeletni miSi¢i nisu najbogatiji istim kada se promatra koli¢ina
selena po gramu svjezeg tkiva. Bubrezi sadrze oko 470 ng/g tkiva dok misi¢no tkivo sadrzi
51 ng/g selena. Po koli¢ini selena izmedu se nalaze jo$ i jetra, slezena, guSteraca, srce,
mozak, pluca, kosti i tek onda skeletni misi¢. Selenocistein i selenit koriste se za sintezu
vodikovog selenida koji se zatim koristi za biosintezu selenofosfata i 25 razli¢itih
selenoproteina od kojih je najpoznatija glutation peroksidaza (Terry i Diamond, 2012.).

Prema istim autorima, selenometionin se apsorbira u tankom crijevu aktivnim transportom
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pomocu transportera 0visnog 0 natriju, veze se za hemoglobin i talozi u jetri i skeletnim
misi¢ima. Selenocistein takoder se apsorbira u tankom crijevu i veze na eritrocite pomocu
za sad jo$ nepoznatih nosaca. Anorganski oblici usvajaju se pasivnim transportom, slabije
se skladiste u organizmu i sluze za biosintezu. Selenit se metabolizira do selenida koji se
reducira do glutationa te se veze na albumin ili hemoglobin koji ga prenose u jetru za
daljnje biosinteze. Za razliku od selenita, selenat se ne metabolizira ve¢ se plazmom

prenosi se do jetre koja ga metabolizira te se izlu¢uje mokra¢om i fecesom.

4.2. Uloge selena

Selen je mineral koji se ubraja u kategoriju mikroelemenata ne zbog manje vaznosti
za organizam nego zbog fizioloski niske granice tolerancije koja kod domacih Zivotinja
iznosi 0,2-0,3 mg/kg ST obroka. Toksi¢nost kod preZivaca nastupa kada se u organizam
unese oko 4-5 mg/kg ST, a kod svinja oko 2 mg/kg ST obroka. Prije nego su prepoznate
brojne prednosti i blagotvornosti za organizam, selen je bio smjeSten u kategoriju toksi¢nih
elemenata. Akutna trovanja suficitom selena na farmama konja imala su simptome sljepila,
preznojavanja, abdominalne boli, kolitisa, dijareje te ubrzanog rada srca i pluc¢a. Simptomi
kroni¢nog trovanja skupno su nazvani ,,alkalijskom bolesti koja se manifestirala kao
alopecija i pucanje kopita. Suprotno tome, deficit selena u organizmu izaziva nutritivnu
misi¢nu distrofiju, gubitak tjelesne mase, dijareju, smanjenu plodnost, retenciju posteljice,
uginuéa mladuncadi, smanjenu aktivnost S$titne Zlijezde. Tek nakon otkri¢a fizioloSki
tolerantnih koli¢ina i povezanosti s vitaminom E, prepoznata je neposredna vaznost selena
za pravilno funkcioniranje organskih sustava (Domacinovi¢, 2006., Terry i Diamond,
2012.). Najkvalitetniji izvori selena su morski plodovi i jestivi unutrasnji organi, zatim
crveno meso, cjelovite Zitarice 1 mlijecni proizvodi (National Institutes of Health, Office of

Dietary Supplements).

Primarna uloga selena je antioksidacija reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive
Oxygen Species) koji se u organizmu nakupljaju tijekom stresnih stanja poput odbica ili
temperaturnog Soka, izazivaju oSteéenja stanicne membrane te poticu proupalne signale
koji zatim potic¢u rad imunosnog sustava. Reaktivni oblici kisika mogu dolaziti iz hrane i
okolisa ili se mogu sintetizirati u stanici iz mitohondrija zbog gubitka elektrona tijekom
metabolizma. U tezim slucajevima oksidativnog stresa kada urodena obrana organizma

nije dovoljno snazna, potrebni su dodatni antioksidansi. Selenoproteini, odnosno glutation
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peroksidaza i tioredoksin reduktaza pomazu organizmu u borbi protiv reaktivnih kisikovih
vrsta koji uzrokuju ostecenja stani¢ne membrane, proteina i nukleinskih Kiselina (Zenagui i
sur., 2017.). Ostale uloge selena su antikancerogene i detoksifikacijske (Sun i sur., 2016.),
poboljsava reproduktivnu Sposobnost muzjaka i Zenki u kombinaciji s vitaminom E,
prenosi vodik u respiracijskom lancu, sudjeluje u metabolizmu prostaglandina i biosintezi
gusteradine lipaze nuzne za apsorpciju vitamina E i pravih masti, blagotvorno djeluje na
zdravlje vimena mlije¢nih krava i smanjuje broj somatskih stanica u mlijeku tijekom
laktacije te smanjuje mogucnost uginuca janjadi zbog stimulacije imunosnog sustava

tijekom razvoja ploda (Domacinovi¢, 2006.).

4.3. Odredivanje selena u organizmu

Kvantitativno odredivanje prisutnosti selena u organizmu mogucée je obaviti
uzorkovanjem tkiva ili tjelesnih tekucina iz viSe izvora, najéesc¢e su to puna krv, plazma,
serum, eritrociti, urin te kosa i nokti kod ljudi odnosno dlaka i papci ili kopita kod
zivotinja. Nekoliko metoda razvijeno je za utvrdivanje selena no jos uvijek je diskutabilno
koja od metoda je najucinkovitija. Pri utvrdivanju kvantitativnih koli¢ina treba biti oprezan
jer razli¢iti tkiva ili tjelesne tekuéine ne prikazuju uvijek pravo stanje selena u organizmu,
na primjer, odredivanjem selena iz urina ili krvi mozemo dobiti uvid iskljucivo u trenutnu
koli¢inu i stoga je bolje koristiti trajne izvore poput pune krvi, dlake, papaka i kopita. Za
utvrdivanje neposrednih promjena u koli¢ini selena najbolje je koristiti uzorke plazme ili
seruma (Terry i Diamond, 2012). Metode za odredivanje koli¢ine selena su masena
spektrometrija (Raemer i Veillon, 1983.), analiza aktivnosti neutrona (Morris i sur., 1983.),
a u novije vrijeme koristi se 1 metoda indirektnog odredivanja selena preko odredivanja
koli¢ine selenoproteina (Terry i Diamond, 2012.). Aktivnost glutation peroksidaze (GPX,
engl. glutathione peroxidase) odreduje se spektrofotometrijski u plazmi ili eritrocitima i
najéeScée se koristi pri utvrdivanju deficita selena u organizmu, a odredivanje koncentracije

selenoproteina P (SEPP1) vrsi se u plazmi.

Flohe i sur. (1973.) u svome istrazivanju glutation peroksidaze potvrdili su
pretpostavku kako je selen ne samo sastavni dio enzima ve¢ je nuZan za njegovu
aktivnosti. Prema autorima, glutation peroksidaza ima molekularnu masu 84000 daltona i
sadrzi ukupno 4 grama selena. Budu¢i da se enzim sastoji od cCetiri podjedinice od kojih

svaka ima molekularnu masu 21 000 daltona, zaklju¢eno je kako svaka podjedinica sadrzi
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1 gram selena. Uz to, na enzimu nisu pronadene druge funkcionalne skupine poput hema ili
flavina §to je potaklo autore da zakljuce kako selen sudjeluje u oksidacijsko—redukcijskim

katalitickim aktivnostima glutation peroksidaze.

4.4, Selen, vitamin E i imunost

S obzirom na pozitivne odlike selena preporuéljivo je svakodnevno KkoriStenje
selena u obrocima svih kategorija svinja bilo u obliku dodataka hrani ili u gotovim
smjesama koje ve¢ sadrze dodane koli¢ine organskih ili anorganskih oblika selena.
Najucinkovitijim se pokazao organski selen i to u obliku selenometionina zbog Cega se
proizvodnja usmjerila na selenom obogacene kvasce, to¢nije na kvasac Saccharomyces
cerevisiae jer je analizom DNK utvrdeno kako se soj ovog kvasca nije promijenio te da se
proizvedeni selenom obogacenih kvasci ne mogu kvalificirati kao GMO (geneticki
modificirani organizmi) ili GMM (geneticki modificirani mikroorganizmi). Nakon
obavljenog tehnoloskog postupka pripreme, suhi Selenom obogacenih kvasci sadrze oko 2
mg Se/g od cega su 60-84% selenometionin, 2-4% selenocistein i manje od 1%
anorganski oblici selena. Cisti organski selen poput hidroski—selenometionina (OH-SeMet,
engl. hydroxy-selenomethionine) ima 100%-tnu biou¢inkovitost odnosno pruza 100%
selenometionina koji se moze iskoristiti i skladistiti te mobilizirati u slucajevima

oksidativnog stresa (Zenagui i sur., 2017., The EFSA Journal, 2008.).

Noviji podaci (Yin 1 sur., 2014.) ukazuju kako stres prilikom odbi¢a uzrokuje i
oksidativni stres kod prasadi koja preuranjeno ulazi u proces odbica. Zbog toga su Chen i
sur. (2016.) istrazivali utjeCu li dva razli¢ita izvora selena (natrijev selenit i selenom
obogaceni kvasci) i vitamina E (DL-o-tokoferol acetat) u hrani krmaca na imunitet
njihovih potomaka. Selen i vitamin E dodavani su u hranu krmaca u razdoblju od
koncepcije do 21. dana postpartum, a cilj istrazivanja bio je utvrditi koliCinu selena iz
seruma, pune krvi te tkiva i krvi pupCane vrpce, antioksidativni status jetre i seruma
odredivanjem ukupne antioksidacijske aktivnosti (TAOC, engl. total antioxidant capacity),
aktivnosti superoksid dismutaze (SOD, engl. superoxide dismutase) i glutation peroksidaze
(GPx) te koli¢ine glutationa (GSH, engl. glutathione) i malondialdehida (MDA, engl.
malondialdehyde). Novorodena prasad krmaca hranjenih dodatkom selenom obogacenih
kvasaca imala je vece koli¢ine selena u bubrezima i slabinama, viSu aktivnost jetrene

TAOC i GSH te serumske TAOC i SOD, niz serumski MDA od prasadi hranjene
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natrijevim selenitom. Prasad krmaca hranjenih organskim selenom u dobi od 21 dan imala
je vecu koli¢inu selena u srcu, gusteraci, timusu i slabinama, vecu koli¢inu serumskog i
jetrenog GSH, visu aktivnost jetrene TAOC i SOD i manju koli¢inu serumskog MDA nego
prasad u krmaca hranjenih anorganskim selenom. Serumski a—tokoferol kod novorodene
prasadi i prasadi u odbi¢u veci je kod krmaca hranjenih veéim koli¢inama dodanog
vitamina E. Broj odbijene prasadi i ujednacenost legla, odnosno masa prasadi na pocetku

odbica, bila je bolja u prasadi krmaca hranjenih organskim selenom.

Falk i sur. (2018.) istrazivali su povezanost upalnih procesa intravenozno
induciranih LPS—om s tri izvora selena (natrijev selenit, selenom obogaceni kvasci i o-
selenometionin). Dobiveni rezultati pokazali su kako organski izvori selena najbolje sluze
u borbi protiv upalnih procesa stimuliranin LPS—om. Oksidativni stres izazvan
lipopolisaharidima aktivirao je pojacano lu¢enje glutation peroksidaza (GPx — 1 i GPx — 3).
Koli¢ine selena u plazmi smanjene su uslijed primjene lipopolisaharida, ali su jo$ uvijek
bile unutar pozeljnih granica. Povezanost selena i LPS—a istrazivali su Sun i sur. (2016.) na
uzorcima Kkrvi, jetre, slezene, timusa i limfnih ¢vorova 4 sata nakon intravenoznog
uvodenja LPS—a. Koncentracije selena u serumu i slezeni bile su smanjene 4 sata nakon
uvodenja LPS—a, dok su koncentracije u jetri, timusu i limfnim ¢vorovima ostale gotovo
nepromjenjene. Smanjena aktivnost glutation peroksidaze uocena je u serumu, timusu i
limfnim ¢vorovima. Retencije selena, supresija selenogena i smanjena aktivnost glutation
peroksidaze u imunoloSkim organima tijekom upalnog procesa nisu u potpunosti
razjaSnjene, no pretpostavlja se da ovise o zivotinjskoj vrsti, koncentraciji i vremenskom
trajanju ekspozicije lipopolisaharidima. Akutna faza upale izazvana lipopolisaharidima
ometa metabolizam selena preko oslabljene ekspresije selenogena S$to se ocituje
smanjenjem koncentracije i aktivnosti GPx u serumu, jetri, slezeni, timusu i/ili limfnim

¢vorovima.

Oksidativni stres mogu potaknuti i toplinski Sokovi, hipertermija, hipoksija i upala
probavnog sustava narusavajuci integritet epitela probavne cijevi. Selen i vitamin E djeluju
antioksidativno neutraliziraju¢i slobodne radikale oslobodene tijekom toplinskog stresa,
selen ucinkovito reducira vodikov peroksid dok vitamin E dobro reducira otpustene lipidne
perokside. Liu i sur. (2016.) istrazivali su djeluju li selen i vitamin E zaStitno za epitel
crijeva tijekom oksidativnog stresa uzrokovanog temperaturnim Sokovima. Odbijene svinje
izlozene toplinskom stresu pokazale su dramaticnu tahipneju 1 poviSenu rektalnu

temperaturu. Razli¢ite koncentracije selena i vitamina E u obrocima toplinski stresiranih
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zivotinja utjecu na genetsku ekspresiju i aktivnost glutation peroksidaze, odnosno vise
koncentracije antioksidansa poti¢u bolju ekspresiju i aktivnost enzima. Omjeri oksidiranog
1 reduciranog glutationa takoder se smanjuju s povecanjem koncentracije antioksidansa.
Oksidativni stres uzrokovan toplinskim stresom narusava integritet probavne cijevi i
propusnost njezine sluznice. Poveéane koli¢ine selena i vitamina E u hrani pomazu
organizmu u borbi protiv ove vrste stresa tijekom ljetnih mjeseci, no ipak je potrebno biti

oprezan u primjeni kako se ne bi dostigle toksi¢ne razine u organizmu.
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5. MATERIJALI | METODE

Za provedbu istrazivanja nasumi¢no je odabrana odbijena prasad u dobi od 28 dana
i podijeljena u 4 skupine. Svaka skupina sastojala se od 10 prasadi s jednakim omjerom
spolova, hranjenih istom grover smjesom s razli¢itim izvorima selena u obroku. Prva
skupina prasadi bila je kontrolna skupina (K) i hranjena je bez dodatka selena u premiksu.
Druga skupina prasadi (P1) hranjena je obrokom na bazi kukuruza i pSenice
biofortificiranih selenom. Treca skupina prasadi (P2) hranjena je obrokom s dodanim
koli¢inama keliranog selena tvrtke FRAmelco®. Cetvrta skupina prasadi (P3) hranjena je
obrokom s dodatkom premiksa SEL-PLEX® kojeg proizvodi tvrtka Alltech® odnosno
selenometioninom proizvedenim od selenom obogaéenih kvasaca. U obroke pokusnih
skupina dodan je selen u koncentraciji 0,3 ppm. Pokus je trajao 42 dana, prasad je zaklana
u dobi 70 dana.

Tablica 5. Hranjiva i energetska vrijednost grover smjese u pokusu

Sirove bjelancevine 17,51
Sirova mast 4,45
Sirova vlakna 3,70
Lizin 1,51
Metionin + cistein 0,75
Triptofan 0,23
Kalcij 0,61
Fosfor 0,52

ME (MJ/kg) 13,95
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Tablica 6. Sirovinski sastav grover smjese za prasad u pokusu

Krmivo %
Kukuruz 40,0
PSenica 15,0
JeCam 50
Sojina sa¢ma 6,26
Soja punomasna 7,0
Repin rezanac 1,3
Sirutka suSena 7,0
Serolat 3,0
Vitaprotein 50 plus 2,0
NuProAlltech 3,0
ReproFishMicrum 3,3
Metionin dl 0,18
Lizin 0,65
a—treonin 0,13
Nerafinirano sojino ulje 0,74
Sol (NaCl) 0,3
Vapnenac 0,1
Monokalcij fosfat 0,32
PDFM 0,1
Mikofiks 0,2
0,5 % px za growr (trypt+) 0,5
Faser GOLD 3,0
MCFA aromabiotik 0,2
Vitarocid 0,7
Pigysweet 0,02
Ukupno 100,0
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5.1. Uzorkovanje tkiva i priprema pufera

Nakon Kklanja prasadi eviscerirana je utroba i uzeto je ukupno 80 segmenata crijeva,
40 iz duodenuma i 40 iz ileuma u duljini 10 cm. Segmenti su otvoreni Skarama a sluznica
crijeva sastrugana je pomocu predmetnog stakalca i pohranjena u mikroepruvete. Uzorci su
zamrznuti na —80 °C do laboratorijskih analiza. Analiza je obavljena na Fakultetu
agrobiotehnickih znanosti Osijek, Zavod za sto¢arstvo, Laboratorij za hranidbu i fiziologiju

domacih zivotinja.

Liziraju¢i pufer nacinjen je u volumenu od 1 litre destilirane vode i sastojao se od
slijedecih sastojaka: 50 mM tris—HCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA i 1% Triton
X-100. Svi sastojci vagani su na preciznoj analitickoj vagi (GIBERTINI-OPREMA,
Donau lab d.0.0.) a homogenizacija pufera obavljena je na magnetskom mjesacu s
toplinskom podlogom MSH-300 (BioSan). Toplinska podloga bila je iskljuéna tijekom
mjesanja pufera. 50 ml pufera kalibrirano je dodatkom NaOH na pH vrijednosti 7,2, 7,4,
7,6, 7,8, 8,0, 8,6, 9,0, 10,0 i 11,0. Analiziranjem uzoraka na razli¢itim pH vrijednostima

utvrdena je najveca aktivnost crijevne alkalne fosfataze pri pH vrijednosti 8,6.

5.2. Analiziranje uzoraka

U mikroepruvete maksimalnog volumena 2 mL pipetirano je 1 mL lizirajuceg
pufera, pH 8,6, pomoéu Thermo Scientific Finnpipette™ F2. Laboratorijskom $patulicom
u mikroepruvetu dodano je oko 1 g uzorka sluznice. Svaki uzorak analiziran je tri puta
kako bi se kao reprezentativna vrijednost uzorka mogla odabrati srednja vrijednost. Uzorci
su homogenizirani $tapnim mikserom T10 basic Ultra Turrax® (IKA®-Werke GmbH &
co. KG, Njemacka) u trajanju 30 sekundi. Spatulica i nastavak $tapnog miksera isprani su
teku¢om i zatim destiliranom vodom nakon svakog uzorka. Homogenizirani uzorci
centrifugirani su u centrifugi kapaciteta 24 uzorka x 2 ml (Eppendorf, 5415 D) na 13 200
okretaja u minuti i trajanju od 15 minuta. Iz supernatanta pipetirano je 200 pL uzorka u
posebne ¢asice. Uzorci su analizirani u automatskom biokemijskom analizatoru Beckman
Coultere AU400 (Tokyo, Japan) na temperaturi od 38 °C. Analizom je utvrdena aktivnost
crijevne alkalne fosfataze i koncentracija ukupnih proteina. Aktivnost enzima odredena je s

obzirom na koli¢inu ukupnih proteina u uzorku.
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Slika 5. Uzorci tkiva u puferu prije (a) i nakon (b) homogenizacije

Izvor: Arhiva osobnih fotografija

Princip odredivanja enzima crijevne alkalne fosfataze temelji se na fotometrijskom
testu bojenja za kvantitativno odredivanje alkalne fosfataze. Nacelo testiranja utemeljeno
je na preporukama IFCC-a (International Federation for Clinical Chemistry). Aktivnost
alkalne fosfataze odreduje se mjerenjem stope pretvorbe p—nitro—fenilfosfata (pNPP) u
p—nitrofenol (pNP) u prisustvu Mg?* i Zn?* te 2-amino—2—-metil-1-propanola (AMP) kao
fosfatnog akceptora pri pH vrijednosti 10,4. Stopa promjene u apsorbanci tijekom
formiranja pNP mjeri se bikromatski na 410/480 nm i direktno je proporcionalna aktivnosti

alkalne fosfataze u uzorku. Analiza se odvija na principu slijedece reakcije:

ALP Mg?*t

pNPP + AMP pNP + AMP — PO,

Rezultati provedenih analiza za aktivnost alkalne fosfataze automatski se izracunavaju za
svaki uzorak. Test je linearan za raspon enzimske aktivnosti 5-1500 U/L (jedinica / litri).
Kalibracija uredaja ucinjena je putem komercijalnog kalibratora. Postupak kalibracije
bazira se na bikromatskom eksincijskom koeficijentu za p-nitrofenol ¢ija je molarna
apsorbancija 17 900 na 410/480 nm.
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Tablica 7. Sastav reagensa u testu aktivnosti alkalne fosfazate

2—amino—2-metil-1-propanol (AMP) na pH 10,4 0,35 mol / L
p—nitro—fenilfosfat 16 mmol / L
HEDTA 2mmol /L
Cinkov sulfat 1 mmol /L
Magnezijev acetat 2 mmol / L
Konzervans

Princip odredivanja koncentracije ukupnih proteina temelji se na fotometrijskom
testu bojenja za kvantitativno odredivanje ukupnih proteina. Ukupni proteini zbroj su svih
cirkuliraju¢ih proteina te su jedan od glavnih sastojaka krvi. Mjerenja ukupnih proteina
koriste se pri dijagnozi i lijjecenju bolesti jetre, bubrega, koStane srzi te metabolickih
poremecaja. Nadelo testiranja temeljeno je na reakciji Cu?* u alkalnoj otopini. Bakrovi ioni
reagiraju s proteinima i polipeptidima koji sadrze barem dvije peptide veze i stvaraju
plavo-ljubicasti kompleks. Apsorpcija kompleksa pri 540/660 nm proporcionalna je

koncentraciji proteina u uzorku. Analiza se obavlja na principu slijedece reakcije:

oH
protein + Cu?* ———— plavo — ljubitasti kompleks

Rezultati provedenih analiza za ukupne proteine automatski se izraCunavaju za svaki
uzorak. Test je linearan za raspon koncentracije 30-120 g/L. Uredaj je potrebno kalibrirati
u slu¢ajevima promjena u reagens bocici, znatnih pomaka kontrolnih vrijednosti i prilikom
odrZavanja ili zamjene klju¢nih dijelova analizatora jer atmosferski CO2 mozZe utjecati na

preciznost prijaSnje kalibracije.

Tablica 8. Sastav reagensa u testu koncentracije ukupnih proteina

Natrijev hidroksid 200 mmol / L
Natrij — kalij tartarat 32 mmol / L

Bakrov sulfat 18,8 mmol / L
Kalijev jodid 30 mmol / L
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5.3. Statisti¢ka obrada rezultata

Utvrdeni rezultati obradeni su statistickim programom StatSoft, Inc. (2007.)
STATISTICA. Razlike izmedu srednjih vrijednosti promatranih skupina testirane su GLM
one-way ANOVA testom te Fisherovim LSD post hoc testom na razini znacajnosti
P<0,05.
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6. REZULTATI

Analizom uzoraka na razli¢itim pH vrijednostima (7,2, 7,4, 7,6, 7,8, 8, 8,2, 8,4, 8,6,
8,8, 9, 10, 11) utvrdena je najvisa aktivnost crijevne alkalne fosfataze na pH 8,6. Iz
grafikona 1. vidljivo je da aktivnost enzima raste s porastom pH vrijednosti i dostize

maksimum pri pH 8,6.

Aktivnost crijevne alkalne fosfataze pri razlic¢itim pH
vrijednostima

900

800

700
600

500
400
300 - M |AP/g proteina
200 -
100 -~ [
0 A T T T T T T T T
7.2 7.4 7.6 7.8 8 8.6 9 10 11

pH vrijednost

Aktivnost AP (g/proteina)

Grafikon 1. Aktivnost crijevne alkalne fosfataze pri razlic¢itim pH vrijednostima

Utvrdena vrijednost crijevne alkalne fosfataze statisticki se znacajno (P<0,05)
razlikovala u duodenumu izmedu pokusnih skupina prasadi. Statisti¢ki znacajne (P<0,05)
razlike utvrdene su izmedu skupine prasadi hranjene biofortificiranim zitaricama (P1) i
kontrolne skupine (K) te skupine prasadi hranjene keliranim oblikom selena (P2). Izmedu
skupine prasadi hranjene organskim oblikom selena (P3) i skupine P1 nisu utvrdene
statisticki znacajne (P>0,05) razlike. U ileumu se aktivnost IAP statisticki znacajno
(P>0,05) nije razlikovala izmedu pokusnih skupina. Najvecu vrijednost aktivnosti enzima
utvrdena je u P2 skupini prasadi hranjenoj keliranim oblikom selena, a nakon nje slijede
skupine K, P1 te P3 odnosno kontrolna skupina, skupina prasadi hranjena biofortificiranim

Zitaricama te skupina prasadi hranjena organskim oblikom selena.
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Tablica 9. Aktivnost crijevne alkalne fosfataze u sluznici tankog crijeva prasadi hranjene

dodatkom razli¢itih izvora selena

K Pl P2 P3 b
(Biofortificirane | (Kelirani (Organski N
(Kontrola) ) ] vrijednost
Zitarice) oblik Se) oblik Se)
x 376,25% 598,358 408,934 461,8778 0,03795
£
= Minimum 278,68 505,49 248,66 284,71
[<B]
-§ Maksimum 462,77 712,35 579,56 631,25
O
St. dev. 66,43 88,73 122,28 162,94
X 496,14 450,50 557,37 435,31 0,50489
e Minimun 388,79 323,98 373,77 205,17
>
2 | Maksimum 634,16 629,65 836,53 536,09
St. dev. 88,93 122,46 182,48 133,08

*AB razliita slova u eksponentu oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike srednjih vrijednosti

izmedu skupina
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7. RASPRAVA

Karakteristika svih izomera alkalne fosfataze je djelovanje pri visokoj pH
vrijednosti. Enzimska aktivnost unutar stanice ovisi o kontinuiranoj suradnji aktivatora i

inhibitora te stani¢noj dinamici hidroliziranja i iskoriStavanja tvari koje ulaze.

Hinberg i Laidler (1973.) utvrdivali su optimalnu pH vrijednost pri kojoj aktivnost
crijevne alkalne fosfataze iz epitelnog tkiva tankog crijeva kokosi postize maksimalnu
vrijednost. Aktivnost enzima utvrdena je stopom hidrolize p-nitrofenil fosfata u
p—nitrofenol pri valnoj duljini 400 nm. Rezultati njihovog istrazivanja pokazali su kako
IAP ima maksimalne vrijednosti kineti¢kih parametara odnosno brzine (v, umol/min po mg
proteina) i Michaelis—Mentenove konstante (Kwm, I/min po mg proteina) pri pH vrijednosti
9,6. Stvarna i optimalna pH vrijednost niza je kad se vrijednosti brzine i Km konstante
stave u odnos (V/Kwm, I/min po mg proteina) i iznosi 8,5. Uz utvrdivanje optimalnog pH,
autori su razjasnili kako su za reakcije defosforilacije potrebne aminokiseline s baznim
ograncima u aktivnom mijestu ali ne sudjeluju u vezanju supstrata. Za vezanje supstrata
potrebne su aminokiseline s pozitivno nabijenim odnosno kiselim ograncima te sulfhidrilna

skupina cisteina ili hidroksilna skupina tirozina.

Ross i sur. (1951.) istrazivali su povezanost optimalnog pH, aktivnosti crijevne
alkalne fosfataze i koncentracije razli€itih supstrata na uzorcima epitelnog tkiva Wistar
Stakora. Enzimi su inkubirani u 10, 5, 1, 0,5, 0,1, 0,005 i 0,003 mg/ml glicerofosfata u
trajanju 1 sat. Najveca aktivnost crijevne alkalne fosfataze zabiljeZena je pri pH vrijednosti
9,13 odnosno pri maksimalnoj koncentraciji supstrata. Smanjenjem koncentracije supstrata
uocena je znacajna razlika u koli¢ini otpuStenih fosfatnih skupina 1 nizoj optimalnoj pH
vrijednosti. Na koncentraciji supstrata od 5 mg/ml optimalni pH iznosi 9,08 dok pri
najnizoj koncentraciji od 0,003 mg/ml pH vrijednost gotovo je neutralna, iznosi 7,35.
Daljnjim istrazivanjem autori su zakljucili kako IAP ima razli¢it afinitet prema razliitim
fosfatnim supstratima i stoga optimalni pH direktno ovisi o vrsti fosfatnog estera koji se

koristi kao supstrat u razli¢itim koncentracijama.

Uzorci epitelnog tkiva u ovom radu ispitivani su u Sirokom rasponu pH vrijednosti i
optimalnom se pokazala pH vrijednost 8,6 (grafikon 1.) Utvrdena pH vrijednost ne odstupa
mnogo od prijasnih istrazivanja i1 prethodno utvrdenih optimalnih pH vrijednosti.

Odstupanja se mogu pripisati fizioloskim karakteristikama 1 razli¢itostima sluznice crijeva
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(duzina resica i dubina kripti) izmedu Zivotinjskih vrsta, vrsti obroka i na¢inu hranidbe,

okolisnim uvjetima te zdravstvenom stanju jedinke.

Fan i sur. (2001.) u svome istrazivanju ovisnosti duzine resice i dubine kripti s
aktivnos¢u enzima koje luce enterociti (crijevna alkalna fosfataza, aminopeptidaza N,
saharaza, laktaza) navode kako postoje razlike u tim odnosima. Aktivnost crijevne alkalne
fosfataze raste od dna kripte prema vrhu resice $to znac¢i da je alkalna fosfataza enzim
apikalnih stanica u crijevnim resicama. Autori navode kako je enzim aktivniji u distalnim
dijelovima tankog crijeva nego u proksimalnom. No kada se usporeduje njihov rad s ovim
istrazivanjem, u obzir treba uzeti kako je prasad u njihovom pokusu zaklana u dobi 14 — 18
dana, a prasad za ovo istrazivanje zaklana je u dobi 70 dana. Morfologija tankog crijeva i
aktivnost enzima kod sisajuce i odrasle prasadi znacajno se razlikuje zbog dobi i nacina
hranidbe. Kod sisaju¢e prasadi najaktivniji enzim je laktaza ¢ija aktivnost opada nakon

odbica kad raste aktivnost mnostva razli¢itih enzima koji vr$e probavu razli¢itih molekula.

Statisticka analiza rezultata nakon provedenog istraZivanja pokazala je kako postoje
razlike u aktivnosti crijevne alkalne fosfataze izmedu pokusnih skupina te izmedu razli¢itih
segmenata tankog crijeva. 1z tablice 10. vidljivo je kako prasad hranjena biofortificiranim
Zitaricama ima najvecu aktivnost enzima u duodenumu (P1>P3>P2>K). Folijarno tretiranje
kukuruza i1 pSenice izvorom selena omogucilo je biljci akumulaciju selena u zrnu. U
poglavlju 4.1. objasnjeno je da tako apsorbirani selen ima gotovo potpunu bioiskoristivost
jer se u biljci nalazi pohranjen u obliku selenometionina. Organski oblik selena, to jest,
selenometionin kojeg proizvode selenom obogaceni kvasci u obrocima prasadi pokazuje
dobar uc¢inak na aktivnost crijevne alkalne fosfataze u odnosu na kontrolnu skupinu i
skupinu prasadi hranjenu keliranim oblikom selena. Aktivnost crijevne alkalne fosfataze u
ileumu pokazuje suprotne rezultate, najveca aktivnost zabiljezena je kod skupine prasadi
hranjene dodatkom keliranog oblika selena (P2>K>P1>P3). Iznenadujucéi rezultat je visoka
aktivnost u kontrolnoj skupini, viSa nego kod skupine prasadi hranjene biofortificiranim

zitaricama 1 skupine hranjene organskim izvorom selena.

Razlike u aktivnosti IAP uocene su izmedu razli¢itih segmenata crijeva u istim
pokusnim skupinama prasadi. U duodenumu je apsorbirano najviSe selena iz
biofortificiranih zitarica dok je u ileumu apsorpcija takvog oblika selena tek na tre¢em
mjestu prema aktivnosti enzima. Aktivnost enzima u skupini prasadi hranjene organskim

oblikom selena u duodenumu i ileumu ne razlikuje se znacajno no vrlo znacajne razlike
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uocene su u skupini prasadi hranjenih keliranim oblikom selena. Kelirani oblici selena
vezani su na druge minerale, najéescée cink (Zn—SeMet) i kao takvi ne mogu se apsorbirati
odmah po ulasku u tanko crijevo jer se veze izmedu dva minerala moraju pokidati kako bi
usvajanje bilo ucinkovito. Apsorpcija cinka primarno se odvija u jejunumu, segmentu
crijeva koji se nalazi izmedu duodenuma i ileuma, a nakon usvajanja, selenometionin
prolazi dalje do ileuma gdje se usvaja kroz epitel i omogucuje visu aktivnost enzima nego

Sto je odredena u duodenumu.

Iz navedenih rezultata vidljivo je kako dodane koli¢ine selena bilo kojeg podrijetla
u obroku utjecu na poviSenu aktivnost enzima u odnosu na kontrolnu skupinu prasadi.
Primjena selena u obroku tijekom i nakon procesa odbi¢a pomaze odrzavanju zdravstvenog
statusa prasadi smanjenjem mogucnosti oboljenja od razli¢itih bolesti koje zahvacaju
probavni sustav a uzrokovane su lipopolisaharidima odnosno Gram-negativnim
bakterijama. Selen je prirodni antioksidans i stimulator imunosnog sustava koji pomaze u
borbi protiv reaktivnih kisikovih vrsta i toplinskog stresa te stresa uzrokovanog odbi¢em
prasadi od krmace. Pravilan rad imunosnog sustava omogucuje pravilan rad probavnog
sustava, epitel crijeva kod prasadi hranjenih dodanim koli¢inama selena ima duZze crijevne
resice s jacim 1 brojnijim mikroresicama. Zdrava prasad je vitalnija i otpornija te postizu
vece dnevne priraste jer imaju viSu apsorpciju nutrijenata koja je posljedica konzumiranja
selena u obroku. Duze 1 zdravije crijevne resice odnosno enterociti crijevnih resica izlu¢uju
vece koli¢ine alkalne fosfataze koja ¢e uspje$sno obraniti organizam od patogenih

uzroc¢nika bolesti.

Bolji rezultati 1 izrazenija aktivnost enzima mogu se posti¢i i ranijom primjenom
dodanih koli¢ina selena u obrok, dok prasad jo$ aktivno sise, ali na raspolaganju imaju i

drugi izvor hrane.
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8. ZAKLJUCAK

U obrocima prasadi selen se moze primjenjivati u organskim (selenometionin
dobiven od selenom obogacenih kvasaca, selenometionin, selenocistein) ili anorganskim
(selenit, selenat) oblicima koji ¢e se u vecoj ili manjoj koli€ini usvojiti kroz epitel tankog
crijeva. Za maksimalnu ucinkovitost i iskoristavanje preporucava se koristenje selena iz
organskih izvora. Selen u obrocima krmaca doprinosi povecanju porodne mase legla,
prasad je zdravija i vitalnija te manje podlozna obolijevanju. Kombinacija S crijevnom
alkalnom fosfatazom rezultira pozitivnom uzro¢no—posljedi¢nom vezom koja se odrazava
na ja¢i imunosni sustav, ve¢u konzumaciju i konverziju hrane, bolje dnevne priraste, nize
troskove lije¢enja 1 nizu stopu mortaliteta u osjetljivom razdoblju odbica te bolje krajnje

ekonomske pokazatelje i nutritivna svojstva mesa.
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10. SAZETAK

Crijevna alkalna fosfataza jedan je od Cetiri izoenzima alkalne fosfataze koja ima
brojne funkcije u organizmu, izmedu ostalih defosforilaciju toksi¢nih lipopolisaharida koji
su sastavni dio vanjske stijenke Gram—negativnih bakterija. Izlu¢uju je enterociti crijevnih
resica koje Stiti od atrofije uzrokovane bolestima pa se moze re¢i da postoji pozitivna
povratana sprega izmedu visine crijevnih resica i koliCine izlu¢ene crijevne alkalne
fosfataze. Selen je mikroelement koji djeluje kao pojaciva¢ imunosnog sustava i
antioksidans, izgraduje selenoproteine od kojih je najpoznatija glutation peroksidaza.
Glutation peroksidaza djeluje u ouvanju stani¢énih membrana i1 nukleinskih kiselina koje
se ostecuju tijekom oksidativnog stresa uzrokovanog reaktivnim kisikovim vrstama.
Razli¢iti izvori dodanih koli¢ina selena u obroku prasadi povecavaju aktivnoSt crijevne
alkalne fosfataze. Najoptimalniji izvor selena je organski selen u obliku selenometionina
jer posjeduje vrlo visoku bioiskoristivnost u organizmu. Prasad u odbicu prolazi stresno
razdoblje u kojem se Cesto pojavljuju enteriticke bolesti i dijareja, a zastitna uloga selena i
detoksifikacijska uloga alkalne fosfataze pomaZze organizmu u prevenciji razvoja toksi¢nih
bakterija. Prasad s ja¢im imunosnim sustavom prije postiZze zavr$nu tjelesnu masu jer ima

bolju konverziju hrane i vece dnevne priraste.

Kljuéne rijeci: crijevna alkalna fosfataza, selen, lipopolisaharidi, prasad, odbice
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11. SUMMARY

Intestinal alkaline phosphatase is one out of four isoenzymes of alkaline
phosphatase which has numerous functions in the organism, including dephosphorylation
of toxic lipopolysaccharides that are a key component of the outer wall of Gram—negative
bacteria. It is secreted by intestinal enterocytes which protects against atrophy caused by
diseases, so it can be said that there is a positive correlation between the height of the villus
and the amount of excreted intestinal alkaline phosphatase. Selenium is a microelement
that acts like a immune system booster and an antioxidant. It forms selenoproteins, and one
of the most known is glutathione peroxidase. Glutathione peroxidase takes part in
perservation of cell membranes and nucleic acids that are damaged during oxidative stress
which is caused by reactive oxygen species. Various sources of excess quantities of
selenium in pigs food increase the activity of intestinal alkaline phosphatase. The most
optimal source of selenium is the organic selenium in the form of selenomethionine
because it has a high percentage of bioavailability in the organism. Piglets in weaning goes
through a stress period in which it is common for diseases like enteritis and diarrhoea and
the protective role of selenium and the detoxifying role of alkaline phosphatase aids the
organism in prevention of the development of toxic bacteria. Pigs with better immunity
reach their final body mass faster because they have better conversion of food and larger

daily increments.

Key words: intestinal alkaline phosphatase, selenium, lipopolysaccharides, piglets,
weaning
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