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Kratice

BAP - bioloski antioksidacijskipotencijal

CuZnSOD - bakar cink superoksid dismutaza

GSH - reducirani glutation

GSH-Px - glutation peroksidaza

HDL - lipoproteini velike gustoée (eng. high density lipoprotein)
LDL - lipoproteini niske gustoce (eng. low density lipoprotein)
MnSOD - manganska superoksid dismutaza

PON - paraoksonaza

ROM - reaktivni metaboliti kisika

ROS - reaktivni kisikovi spojevi

SOD - superoksid dismutaza
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1. UvOD

Sivi puh (Glis glis L.), je autohtona sitna divlja¢ naseg podruc¢ja iz reda glodavaca
(Rodentia), porodice puhova (Myoxidae) i roda puh (Glis). Nastanjuje sva podru¢ja Republike
Hrvatske. Puhovi su pravi prezimari ¢iji je metabolizam tijekom proljeéai ljeta vrlo intenzivan,
pare se, donose na svijet mlade te se poja¢ano hrane kako bi se pripremili za hibernaciju. Pri
fizioloskim uvjetima proizvodnja reaktivnih kisikovih spojeva i drugih molekula koje izazivaju
oksidacije u organizmu te koncentracija/aktivnost antioksidativnim molekulama su u ravnotezi,
medutim uslijed djelovanja razli¢itih ¢imbenika dolazi do poremecaja i razvoja oksidacijskog
stresa. Pojacano hranjenje tijekom ljeta u svrhu skladiStenja energije 1 iskoriStavanja nakon
budenja, te nakupljanje potkoznog masnog tkiva i povecanje tjelesne mase intenzivni su procesi
koji zahtjevaju adaptaciju antioksidacijskog sustava na navedene promjene. Stoga je cilj rada bio

utvrditi:

1. Aktivnost antioksidacijskih enzima glutation perokisidaze, paraoksonaze 1 i superoksid
dismutaze u jetrinom, bubreznom, sréanom i misi¢nom tkivu zenki i muzjaka sivog puha
neposredno pred hibernaciju

2. Kocentraciju neenzimskih antioksidacijskih molekula kao bioloski antioksidacijski potencijal
(BAP) u jetrinom, bubreznom, sréanom i miSi¢énom tkivu Zenki i muZzjaka sivog puha
neposredno pred hibernaciju

3. Koncentraciju reaktivnih kisikovih metabolita u jetrinom, bubreznom, sréanom i misi¢nom

tkivu Zenki i muzjaka sivog puha neposredno pred hibernaciju.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Biologija sivog puha

2.1.1. Klasifikacija i rasprostranjenost sivog puha

Puhovi su jedni od rijetkih sisavaca koji su porijeklom s europskog kotinenta (BARRETT -
HAMILTON, 1898, BARRETT-HAMILTON, 1899, HURNER i sur., 2010). Rasprostranjeni su
od sjeverne Afrike, preko Europe sve do zapadne i srednje Azije pa c¢ak 1 Japana (CABRERA
1908, ANDREA 1986, DIMAKI, 1999, GIGIREY i sur., 1999, BURGESS i sur., 2003). Puhovi
(Gliriade, sin. Muscardinidae) se svrstavaju u porodicu koja ukljuc¢uje 6 rodova i 19 vrsta.
Sistematska podjelapuha po VIOLANI i ZAVA (1995):

KOLJENO: Svitkovci (Chordata)

PODKOLJENO: Kraljeznjaci (Vertebrata)

RAZRED: Sisavci (Mammalia)

PODRAZRED: Pravi sisavci (Theria, Eutheria) Plodnasi (Placentalia)
KOHORTA: Puhovi (Glires)

RED: Glodavci (Rodentia)

PORODICA: Puhovi (Gliridae, sin. Muscardinidae, Myoxidae)

ROD: Glis (sin. Myoxus)

VRSTA: sivi (veliki) puh (Glis glis L.)

U Hrvatskoj su zabiljezene Cetiri vrste puha i to sljedece: krski puh (Eliomys quercinus),
puh orasar (Muscardinus avelanarius), gorski puh (Dryomys netedula), sivi puh (Glis glis)
(PERIC, 2016). Sivi puh nastanjuje sva podru¢ja Republike Hrvatske i najbrojnija je vrsta puha na
podrugju Gorskog kotara (MARGALETIC i sur., 2006). Razlog ovome su njegove prehrambene i
zivotne navike. Nastanjuje suhe bukove i hrastove sume (FILIPOVIC, 2016) kao i pukotine u
stijenama te podrume i potkrovljaku¢a (FORENBACHER, 2002).

Sivi puh se pretezito hrani sjemenkamai plodovimarazlicitih vrsta drveca (Ijes$njaci, orasi,

kesten i slatko voce), ali jede jos 1 kukce, puzeve i manje ptice (FORENBACHER, 2002).



Sivi puh je Zivotinjakoja spava zimski san te ga se u prirodi najvise uocava tijekom kasnog
proljeca, u travnju i svibnju, u no¢nim satima. Kada temperature u prirodi padnu ispod 0 °C
pripremaju se za zimski san (FILIPOVIC, 2016), §to je najéesc¢e u rujnu (FORENBACHER, 2002).
Vrijeme povlacenja puha u pusinu daje nam naznaku kakva ¢e populacija puha biti idu¢e godine
(WILZ i HENDMAIER, 2000, JURCZYSZYN, 2006). S toplijim vremenom puhovi ¢e ranije
izlaziti iz jazbina, kao i oni koji obitavajuna nizim nadmorskim visinama (MARGALETIC i sur.,
2006).

Zenke se kote 2 puta na godinu i nose od 2 do 6 mladunca po leglu (FILIPOVIC, 2016),
kote mlade u samoci kako ostali puhovi ne bi dosli u kontakt s mladima sve dok ne progledaju i
stanu na vlastite noge ( KRYSTUFEK i sur., 2003). Mladundad se koti slijepa i si§e 28 dana.
Spolnu zrelost postizu s jednom godinom starosti. (FORENBACHER, 2002), a zivotni vijek varira
od 5 do 10 godina (MORRIS, 2004).

Sivi puh nije posebno osjetljiv ni na koju bolest (SCARAVELLI i ALOISE, 1995) te mu
najvecu ugrozu predstavljaju prirodni neprijatelji kao $to su kuna zlatica (Martes martes), kuna
bjelica (Martes foina), velika lasica (Mustela erminea), mala lasica (Mustela nivalis), tvor
(Mustela putorius), lisica (Vulpe vulpes), divlja macka (Felis silvestris Schr.), ris (Lynx lynx),
velika usara (Bubo bubo), sova jastrebaca (Strix uralensis Pall.) i Sumska sova (Strix aluco)
(JONES-WALTERS i CORBET, 1991).

Lov na puhove tradicionalno se odvija u Hrvatskoj na podrucjima Istre, Gorskog kotara,
Braca, Hvara 1 Krka. Najizrazenije u: TrS¢e, Gerovo i Prezid. Svako podrucje ima karakteristi¢an
nacin lova kao i obradu i pripremu mesa. U povijesti pravo lova imali su svi, ¢ak i seljaci kojima
je bio zabranjen lov na krupnu divlja¢ (PERIC, 2016).

U Hrvatskoj su gorski puh (D. nitedula), puh lje$nikar (orasar) (M. avellanarius) i krski
puh (E. quercinus) zasti¢eni Zakonom o zastiti prirode (N.N. 70/05), odnosno Pravilnikom o
proglasenju divljih svojti zaStiCenim 1 strogo zasti¢enim (N.N. 99/09). Istim pravilnikom je
uredeno kako je svi puh zasti¢en sjeverno od rijeke Save (N.N. 99/09).

Zakon o lovstvu (N.N. 140/05), kaze kako je sivi puh sitna divlja¢. Po Pravilniku o
lovostaju (N.N. 67/10) sivog puha dozvoljeno je loviti od 01. listopada do 30. studenog. Na temelju
Clanka 62. stavka 2. Zakonom o lovstvu (N.N. 140/05), nadlezno Ministarstvo ima ovlasti dozvoliti
lov za vrijeme lovostaja uz posebne uvjete i okolnosti. Dozvole za lovljenje puhova izdaju pojedine

Sumarije koje su sastavnice poduzeca Hrvatske Sume d.o.o. sukladno Zakonu o lovu iz 1994.



godine (N.N. 10/94). Lov na puhove odvijao se 2 puta godisnje, u proljece i jesen s nekoliko
metoda lova, kao §to su: lov pomo¢u kamena, lov pomoc¢u mrtvolovki, lov pomocu tuljaca, lov
dupljamai lov puskom (PERIC, 2016).

U proslosti je meso puha bila dopunska hrana ljudi koji su Zivjeli u planinskim krajevima.
Meso su natrljavali soljui konzervirali u bacvicama kako bi ga koristili kao hranu za dugih zima.
Peceno meso puha smatra se poslasticom i danas se priprema u vise restorana kao specijalitet i
delikatesa (PERIC, 2016).

Od velike je vrijednosti i puhova mast koja se pronalazi oko bubrega i ispod koZze, a koristi
se kao ljekovito sredstvo za zacjeljivanje rana, opeklina i koznih bolesti (PERIC, 2016). Takoder
prisutnost PUFA-a u mesu sivog puha vazan je nalaz, zato $to se njegovo meso koristi U ljudskoj

prehrani te je dobar izvor ove skupine masnih kiselina (SIFTAR, 2020).

2.1.2. Morfologijasivog puha

Sivi puh najve¢i je pripadnik porodice puhova (PERVAN i sur., 2019). Jedinka odraslog
puha dugacka je od 14 do 20 cm bez repa dok sam rep moze biti dug od 10 do 16 cm (MARKOQV,
2001). Tjelesna masa moze biti sve do 260 grama (ANDREA, 1986). Muzjaci imaju nesto vecu
masu od zenki medutim po svim ostalim parametrima spolni dimorfizam nije izraZen (PERVAN 1
sur.,2019). Istrazivanja provedena na populaciji puhova u Hrvatskoj pokazala su kako je prosje¢na
duljina tijela puha s repom 31 cm. Zenke teZe do 114 grama, a muzjaci do 126 grama (PERVAN
i sur., 2019).

Rep sivog puha prekriven je dugim, gustim dlakama koje su iste smede-sive do srebrnasto-
sive boje kao i one na ledima. Oko o¢iju moze imati uski tamniji krug krzna. Tijelo sivog puha je
zbijenos bijelim dlakama na trbuhu dok su noge srednje duljine. Na glavi se nalaze velike okrugle
crne o¢i koje su prilagodene manjku svjetla posto je puh Zivotinjakoja je najaktivnijanocu. Uske
su malenei okretne te se na njimanalazi manja koli¢ina sitnih dlacica (VIETINGHOFF-RIESCH
i FRHR, 1960, FILIPOVIC, 2016). Ispod nosnih otvora nalaze se dugacki pokretni brkovi koji
zajedno s prilagodenim vidom za no¢ni lov €ine puha, nokturalnim lovecem (FITZ 1 sur., 2005). Na
prednjim nogama ima Cetiri prsta, a na straznjima pet prstiju. Na svima se nalaze oStre kandze
kojima se penje po kori drveta (KAHMANN, 1965, MORISS, 1997). Kod pregleda zubala sivog
puha pronadene su razlike u odnosu na zubala drugih sitnih glodavaca (KONJEVIC i sur., 2003).



Sjekuti¢i sivog puha rastu cijelog zivota te se zbog toga moraju brusiti i trositi (DAAMS, 1981).
Uz sjekuti¢e vidljivisu i jedan par predkutnjaka i tri para kutnjaka (HILLSON, 1990).

2.1.3. Hibernacijasivog puha

Fizioloske karakteristike hibernacije su snizenje tjelesne temperature Sto blize temperaturi
okoline, usporeni metabolizam i spontano uzbudenje prilikom aktivacije termoregulacijskih
mehanizama (KAYSER, 1961, LYMAN i O’BRIAN, 1972). Hibernacija je odli¢na prilagodba
malih sisavaca koji imajumaleno tijeloi veliku frekvenciju srca pa brzo gube tjelesnu toplinu, §to
u zimskim mjesecima moze dovesti do uginu¢a (MORISS, 2004). Puh je glodavac koji spava
zimski san te se 1z njega budi u kasno proljece, ovisno o klimatskim prilikama 1 nadmorskoj visini
(CASTEX isur., 1984, BURGESS i sur., 2003). Toplije vrijeme uvjetuje raniji izlazak puhova iz
pusina i obratno, a na niZim nadmorskim visinama puh se ranije budi od onih na veéim
nadmorskim visinama (MARGALETIC i sur., 2006).

Masa puhova, okvirno je jednaka u proljeée i jesen (PILASTRO, 1994, GRUBESIC i sur.,
2004). Razlog zaSto se masa tijekom hibernacije ne mijenja je ¢injenica da puh svoje Zivotne
funkcije u hibernaciji svede na minimum (letergi¢no stanje koje sli¢i snu). Za puha mozemo reci
da je pravi prezimar i da mu tjelesnatemperature ne prelazi 4 °C u hibernaciji, u odnosu na 35 °C
kada je budan. Velika razlika vidljivaje i kod srcane frekvencije koja se sa 450 otkucajau minuti
reducirana svega 35 otkucaja (MORISS, 2004). Sivi puh u hibernaciji vrlo malo trosi akumuliranu
potkoznu mast zbog usporenih vitalnih funkcija (RUF 1 sur., 2006). Potkozna mast sluzi kao
izolator krvi i srca, kako se ne bi smrzli od hladnoce. Glavna uloga, te akumulirane potkozne masti,
bit ¢e u proljeée nakon budenja iz zimskog sna i nemoguénosti pronalaska dovoljno kalori¢ne
hrane (WILZ i sur., 2000). Vrlo brzo nakon budenja i gradnje gnijezda kre¢e sezona parenja u

kojoj muZjaci potrose rezervne masti (BIEBER, 1998).

2.2. Antioksidansi i oksidacijski stres

2.2.1. Antioksidacijski sustav organizma

Antioksidativne molekule uklanjaju slobodne radikale i vodikov peroksid te oksidativno

promijenjene molekule. Antioksidanse dijelimo na antioksidativne enzime i neenzimske
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antioksidanse. Najvazniji enzimi koji sudjeluju u neutralizaciji slobodnih radikala su: superoksid
dismutaza (SOD), glutation peroksidaza (GSH-Px), katalaza i paraoksonaza. Neenzimatski
antioksidansi su molekule koje nastaju kao produkti metabolickih procesa ili se unose hranom.
Metabolicki antioksidansi su: glutation, tioredoksin, koenzim Q, lipoi¢na kiselina, mokraéna
kiselina, bilirubin, dok su antioksidansi iz hrane vitamin A, vitamin C, vitamin E, minerali selen i
cink, te resveratrol (SABOCANEC, 2006, BOSNJAKOVIC, 2017).

U stanicama i u tjelesnim tekué¢inama nalazimo veliki broj antioksidansa. Tri primarna
antioksidativna enzima sadrzana u stanicama sisavaca za koja se vjeruje da su neophodna za zivot
u svim stanicama koje metaboliziraju kisik su superoksid dismutaza (SOD), katalaza i glutation
peroksidaza (GSH-Px) (McCORD i sur., 1971).

Enzim SOD Kkatalizira pretvorbu superoksidnog radikala u vodikov peroksid i molekulami
kisik (O2), dok enzimi katalazai GSH-Px kataliziraju pretvorbu vodikovog peroksida u vodu, a u
slu¢aju katalaze u kisik i vodu. Pored uklanjanja vodikovog peroksida, GSH-Px reagirai s drugim
hidroperoksidima. Katalizira redukciju ovisnu o glutationu (GSH) hidroperoksida nastalih
peroksidacijom linolenske i linoleinske kiseline, kolesterol 7 $ hidroperoksida i razli¢ite sintetske
hidroperokside kao §to su kumena i t-butil hidroperoksid (GAMBLE i sur., 1997). U ovom

istrazivanju aktivnost GSH-Px utvrdena je metodom u kojoj se koristi kumena hidroperoksid.

Neto rezultat reakcija kataliziranih GSH-Px i katalazom su uklanjanje dvije potencijalno
Stetne molekule, superoksidnog radikala i vodikovog peroksida i proizvodnja dvije molekule vode.

Enzimi u SOD koriste zeljezo, cink, bakar i mangan kao kofaktore, katalaza koristi mangan ili

zeljezo, dok GSH-Px koristi selen (IGHODARO i AKINLOYE, 2017).

Do danas su utvrdena tri izoenzima paraokosnaze: PON1, PON2 i PON3 (MACKNESS i
sur., 2002; COSTA i sur., 2003, LI i sur., 2003; DRAGANQV i sur., 2004). Sli¢ni su po gradi i
aktivnosti ukljucujuéi i sposobnost hidrolize oksidiranih lipida u lipoproteinima niske gustoce
(eng. low density lipopreteins, LDL) (GETZ i REARDON, 2004). 1zoenzimi PON1 i PON3 nalaze
se vezani na lipoproteinima velike gustoée (eng. high density lipoprotein, HDL) u plazmi, a
uglavnom ih sintetizira jetra (GETZ i REARDON, 2004). lzoenzim PON2 moze se utvrditi
posvuda u organizmu, smatra se da nije povezan s HDL-om. Sva tri proteina hidroliziraju

organofosfate i djeluju kao peroksidaza, laktonaza i arilesteraza. Svi izoenzimi PON-a mogu



katalizirati hidrolizu oksidiranih fosfolipida, uklanjaju¢i oksidirani lipidni aldehid. Najbolje je
istrazena PON1 (GETZ i REARDON, 2004).

Kataliticka koncentracija i aktivnost PON1 u plazmi znacajno utjecu na rizik od razvoja
kardiovaskularnih bolesti. To je vjerojatno posredovano njegovim antioksidacijskim svojstvima
uklanjanja oksidiranog LDL. Precizan mehanizam kojim je ovaj protein povezan s HDL-om
sprjecava ili umanjuje oksidaciju LDL-a i oksidacijski stres tek treba razjasniti (VAN LENTEN i
sur., 2001).

Brojni su nenenimski antioksidansi koji razli¢itim mehanizmima sprjecavaju pojavu
oksidacijskog stresa. Kako je navedeno radi se o vitaminimaC, E, A i malim peptidima kao i
produktima metabolizma. U istrazivanju je koncentracija navedenih molekula utvrdena pomocu

bioloskog antioksidacijskog potencijala koji mjeri koncentraciju mokra¢ne kiseline, bilirubina,

vitaminaC i E (KIM i sur., 2014).

2.2.2. Slobodni radikali i oksidacijski stres

Slobodni radikali nestabilne su ¢estice koje u vanjskoj ljusci imaju nespareni broj elektrona
pa kao takve vrlo lako reagiraju s molekulama. Upravo zbog ¢injenice §to nemaju sparene
elektrone u vanjskoj ljusci oni su jako reaktivni spojevi (STEFAN i sur., 2007). Slobodni radikali
kisika 1 njihovi metaboliti, obi¢no nazvani ROS najpoznatiji su slobodni radikali u bioloskim
sustavima. ROS se stvaraju kao normalni nusproizvodi stanicnog metabolizma, od vaznosti su za
neke fizioloSke procese: fosforilaciju proteina, stani¢nu diferencijaciju, apoptozu, sazrijevanje
oocita, steroidogenezu i stani¢énu imunost (CELL 2011).

Reaktivni kisikovi spojevi rezultat su mnogih metabolickih procesa u stanici. Ukljucuju
superoksidni radikal i vodikov peroksid koji reagiraju s razli¢itim membranskim i unutarstani¢nim
molekulamakao npr. lipidima, proteinimai DNA (CERUTTI, 1985). Mjesta stvaranja slobodnih
radikala su: transport elektrona u mitohondrijima, metabolizam masnih kiselina u peroksisomima,
citokrom P-450 reakcije i u fagocitima (BECKAM i AMES, 1998).

Ukoliko proizvodnja slobodnih radikala nadmasi kapacitete antioksidativne obrane razvija
se oksidacijski stres (ATAKISI i sur., 2010; BOUWSTRA i sur., 2010). Slobodni radikali u ve¢im
koncentracijama su citotoksi¢ni te mogu dovesti do smrti stanice, mutacija, kromosomskih

abnormalnosti i karcinogeneze (CERUTTI i sur., 1985; SAYEED i sur., 2003; MORALES i sur.,
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2004). Manje koncentracije nuzne su u regulaciji fizioloSkih mehanizama kao $to su
diferencijacija, proliferacija stanica i apoptoza (SHIBANUMA i sur., 1988, VAQUERO i sur.
2004).

Poznate su mnogobrojne metode za odredivanje koncentracije slobodnih radikala i
procjenu intenziteta oksidativnih o$te¢enja. U ovom istraZivanju koristio se d-ROM test koji mjeri
koncentraciju vodikovog peroksida. VVodikov peroksid nastaje oksidacijom razli¢itih molekula kao
Sto su glukozidi, lipidi, aminokiseline, peptidi, proteini i nukleotidi (CELI i sur., 2008). Rezultati
se izrazavajuu Caratelli jedinicama (U Carr.), gdje je 1 U Carr jednak 0.08 mg/100 mL vodikovog
peroksida (TROTTI i sur., 2002, KILK i sur., 2014).



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Zivotinje

Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvo za etiku u veterinarstvu Veterinarskog fakulteta
Sveucilistau Zagrebu (klasa: 640-01/19-17/08 1 Ur. broj: 251-61-44-19-03).

Istrazivanje je napravljeno na 33 jedinke od ¢ega 18 zenki i 15 muzjaka sivog puha. Sivog
puha nalazimo na podrucju cijele Hrvatske, a najbrojniji su na podru¢ju Gorskog kotara, Like, Istre
te na otocima Brac¢u i Hvaru. Jedinke sivog puha ulovljene su tijekom sezone lova (rujan-listopad
2017.) na podruéju grada Cabra.

Zivotinje su prije uzorkovanja vagane te je utvrdena tjelesna masa bez repa i ukupna masa
(trup+rep). Prosje¢na masa zenki s repom iznosila je 113,4+22,9 g, a masa muzjaka s repom bila
126,2+30,2 g. Prosje¢na masa Zenki bez repa iznosila je 108,8+22.4 g, a muzjaka 120,84+28,9 g.
Dob puhova nije poznata, ali prema podacima iz literature o masi puhova, smatra se da je rije¢ o

mladim jedinkama zbog niZe tjelesne mase i dulje aktivnosti u jesen prije hibernacije.

3.2. Uzimanje i priprema uzoraka za analize

Ulovljenim zivotinjama uzorkovani su: jetra, srce, bubrezi i m.gluteus. Nakon
odmrzavanja, tkivo jetre i bubrega homogenizirano je u 0,14 mol/L KCI 60 sekundi (tri puta po 20
sekundi s intervalima hladenja od 10 sekundi) na 9500 okretaja po minuti, tkivo miSi¢a i srca 60
sekundi (tri putapo 20 sekundi s intervalima hladenja od 10 sekundi) na 13500 okretaja po minuti.
Omjer mase tkiva i volumena pufera iznosio je 1:3. Svi uzorci homogenizirani su
homogenizatorom Ultra-Turrax T25 Basic (IKA, Njemacka).

Homogenati su centrifugirani 30 minutana 10000 g na temperaturi 4 °C u centrifugi Sigma
3 K 15 (Sigma, Njemacka). U supernatantu odredene su: aktivnosti glutation peroksidaze,
paraoksonaze 1, superoksid dismutase, koncentracija neenzimskih antioksidacijskih molekula i

koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita.



3.3 Analiza uzoraka

3.3.1. Aktivnosti enzima glutation peroksidaze (GSH-Px)

Aktivnost enzima glutation peroksidaze odredena je gotovim kompletom RANSEL tvrtke
Randox (Irska) na biokemijskom analizatoru Architect c4000 (Abbott, USA). Enzim GSH-Px
katalizira oksidaciju glutationa (GSH) s kumena hidroperoksidom. Uz prisustvo glutation
reduktaze i NADPH oksidirani oblik glutationa (GSSG) se prevodi u reducirani oblik uz oksidaciju
NADPH. Smanjenje absorbancije mjeri se pri 340 nm. Aktivnost GSH-Px izraZena je po gramu

proteinai po gramu tkiva.

3.3.2. Aktivnost paraoksonaze 1
Aktivnost paraoksonaze 1 (PONI1) odredena je na biokemijskom analizatoru Architect
c4000 (Abbott, USA) metodom TVARIJONAVICIUTE i sur. (2012) s p-nitrofenil acetatom

(Sigma-Aldrich) kao supstratom. Aktivnost PON1 izrazena je po gramu proteinai po gramu tkiva.

3.3.3. Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost ukupne superoksid dismutaze u tkivima odredena je gotovim kompletom
RANSOD tvrtke Randox (Irska) na biokemijskom analizatoru Architect c4000 (Abbott, USA).
Metoda se temelji na stvaranju superoksidnih radikala iz ksantina pomoc¢u ksantin oksidaze koji
reagiraju s 2-(4-jodofenil)3-(4-nitrofenil)5-feniltetrazol kloridom i tvore formazan crveno
obojenje. Aktivnost SOD se mjeri kao stupanj inhibicije ove reakcije. Aktivnost SOD izrazena je

po gramu proteina i po gramu tkiva.
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3.3.4. Bioloski antioksidacijskipotencijal (engl. biological antioxidant potential, BAP)

Bioloski antioksidacijski potencijal mjeri antioksidacijski kapacitet neenzimskih molekula
kao Sto su bilirubin, mokracna kiselina te vitamin E i C. Koncentracija antioksidansa u tkivima
izmjerena je na biokemijskom analizatoru Architect c4000 (Abbott, USA) koriStenjem gotovog

kompleta (Diacron International, Italija).

U BAP testu uzorak koji se testira dodaje se u obojenu otopinu koja sadrzi feri ion (FeCls,
zeljezov klorid) s posebnim homogenim supstratom (tiocijanat). Nakon kratke inkubacije (5 min)
otopina ¢e se odbojati, a intenzitet tih promjena biti ¢e razmjeran sposobnosti antioksidansa u

uzorku da reduciraju feri ione. Koncentracija BAP izrazena je po gramu proteinai po gramu tkiva.

3.3.5. Koncentracijareaktivnih kisikovih metabolita

Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolitau tkivima odredena je d-ROM (engl. reactive
oxygen metabolites) gotovim kompletom (Diacron International, Italija) na biokemijskom
analizatoru Architect c4000 (Abbott, USA).

U d-ROM testu, reaktivni kisikovi metaboliti (primarno hidroperoksidi ROOH) u prisustvu
zeljeza, generiraju alkoksilne (Ro*) i peroksilne (R-OO%*) radikale Fentonovom reakcijom.
Radikali reagiraju sa supstituiranim aromatskim aminom (A-NH; u mjeSavini kromogena),
oksidiraju amine te dolazi do promjene boje u ruzicastu ([A-NH;*]*). Koncentracija reaktivnih

kisikovih metabolita izrazenaje po gramu proteinai po gramu tkiva.

3.4. Statisti¢ka analiza rezultata

Zivotinje su grupirane prema spolu. Rezultati su obradeni u statistickom programu
STATISTICA verzija 12 (StatSoft, Tulsa, SAD) i prikazani kao srednje vrijednost. Provjera
normalnosti distribucije radena je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnov te Shapiro-Wilksovog W testa.
Znacajnost razlika je provjerena Studentovim t-testom ukoliko se radilo o normalnoj razdiobi te
Mann-Whitney U testom ako je razdioba bila razli¢ita od Gaussove. Medusobna povezanost
promatranih pokazatelja istrazena je linearnom i Spearmanovom korelacijom uz koriStenje ve¢

navedenog statistickog programa. Razlike se smatraju statisticki znacajnima ako je p<0,05.
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REZULTATI

4.1. Aktivnost glutation peroksidaze
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Slika 1. Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px) u jetrinom, bubreznom, sréanom i mis$i¢nom

tkivu (U Carr/g proteina).

Iz slike 1 koja prikazuje aktivnost GSH-Px vidljivo je da je najvecéa aktivnost u tkivu jetara
(1474 U/g proteina za zenke, 1187 U Carr/g proteina za muzjake), a najmanja u tkivu m. gluteus
(1601 U/g proteina za zenke , 157 U Carr/g proteina za muzjake).

Aktivnosti GSH-Px u jetri i bubrezima su bile veée u zenki nego u muzjaka sivog puha dok
su u srcu i m. gluteus vrijednosti priblizno jednake. Statistickom analizom nisu utvrdene znacajne

razlike (p>0,05).
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Slika 2. Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px) u jetrinom, bubreznom, sr¢anom i mi§i¢nom
tkivu (U Carr/g tkiva).

Iz slike 2 koja prikazuje aktivnost GSH-Px izrazenu po gramu proteina, vidljivo je da je
najveca aktivnost u tkivu jetara (134 U Carr/g tkiva za Zenke, 123 U Carr /g tkiva za muzjake), a
najmanjau tkivu m. gluteus (9 U Carr /g tkiva za zenke , 8 U Carr /g tkiva za muzjake).

Aktivnosti GSH-Px u jetri, bubrezima i srcu su bile ve¢e u zenki nego u muzjaka sivog
puha, dok su u m. gluteus vrijednosti priblizno jednake. Statistickom analizom nisu utvrdene

znacajne razlike (p>0,05).
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4.2. Aktivnost paraoksonaze 1
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Slika 3. Aktivnost paraoksonaze 1 (PON1) u jetrinom, bubreZznom, sréanom i misi¢nom tkivu (U/g

proteina).

Slika 3 koja prikazuje aktivnost PON1 izrazenu po gramu proteina. U istrazivanju utvrdena
je najveca aktivnost PON1 u tkivu jetara (8255 U/g proteina za muzjake, 7959 U/g proteina za
zenke), a najmanjau tkivu m. gluteus (457 U/g proteina za muzjake , 444 U/g proteina za zenke).

Aktivnosti PON1 u jetrima, bubrezima, srcu i m. gluteus bile su nesto ve¢e u muzjaka u

odnosu na zenke sivog puha no nisu utvrdene znacajne razlike s obzirom na spol (p>0,05).
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Slika 4. Aktivnost paraoksonaze 1 (PON1) u jetrinom, bubreznom, sréanom i misi¢nom tkivu (U/g

tkiva).

Slika 4 pokazuje najvecu aktivnost PON1 izrazenu po gramu tkiva u tkivu jetara (811 U/g
tkiva za muzjake, 721 U/g tkiva za Zenke), a najmanja u tkivu m. gluteus (23 U/g tkiva za muzjake,
34 U/g proteina za Zenke).

Aktivnosti PON1 u jetrima bila je ve¢a u muzjaka nego u zenki sivog puha dok su u
bubrezima, srcu i m. gluteus vrijednosti priblizno jednake. Statistickom analizom nisu utvrdene

znacajne razlike (p>0,05).
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4.3.  Aktivnost ukupne superoksid dismutaze

SOD (U/g proteina)
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Slika 5. Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD) u jetrinom, bubreznom, sr¢anom i

misi¢nom tkivu (U/g proteina).

Iz slike 5 vidljivo je kako je aktivnost SOD najveca u tkivu bubrega (18472 U/g proteina
za zenke, 17770 U/g proteina za muzjake), a najmanja u sréanom tkivu (2404 U/g proteina za
zenke, 2372 U/g proteinaza muzjake).

Aktivnosti SOD u jetrima, bubrezima, srcu i m. gluteus su bile na sli¢nim vrijednostima

kod oba spola sivog puha. StatistiCkom analizom nisu utvrdene znacajne razlike (p>0,05).
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Slika 6. Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD) u jetrinom, bubreznom, sréanom i

miSi¢nom tkivu (U/g tkiva).

Slika 6 prikazuje aktivnost SOD izrazenu po gramu tkiva. Najveca prosjecna aktivnost
izracunata je u tkivu bubrega (3092 U/g tkivaza zenke, 3102 U/g tkiva za muzjake), a najmanjau
tkivu m. gluteus (183 U/g tkiva za Zenke, 165 U/g tkiva za muzjake).

Aktivnosti SOD u jetrima, bubrezima, srcu i m. gluteus bile su priblizno jednake kod

muzjaka i zenki sivog puha. Statistickom analizom nisu utvrdene znac¢ajne razlike (p>0,05).
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4.4, BioloSki antioksidacijski potencijal
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Slika 7. Koncentracija bioloSkog antioksidacijskog potencijala (BAP) u jetrinom, bubreznom,

sr¢anom i miSi¢nom tkivu (umol/g proteina).

Iz slike 7 koja prikazuje koncentraciju BAP izrazenu po gramu proteina vidljivo je da je
najveca prosjecna koncentracija u tkivu m. gluteus (487,59 umol/g proteina za zenke, 496,41
umol/g proteina za muzjake), a najmanja u tkivu srca (189,34 umol/g proteina za Zenke, 185,77

umol/g proteina za muzjake).
Koncentracije BAP u jetrima, bubrezima, srcu i m. gluteus bile su priblizno jednake medu

muzjacimai zenkama Sivog puha. Statistickom analizom nisu utvrdene znacajne razlike (p>0,05).
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Slika 8. Koncentracija bioloSkog antioksidacijskog potencijala (BAP) u jetrinom, bubreznom,

sr¢anom i misi¢énom tkivu (umol/g tkiva).

Slika 8 prikazuje koncentraciju BAP izrazenu po gramu tkiva. Iz slike je vidljivo da je
najveca koncentracija u tkivu bubrega (66,49 umol/g tkiva za Zenke, 65,48 umol/g tkiva za
muzjake), a najmanja u tkivu m. gluteus (26,36 umol/g tkiva za zenke, 23,63 umol/g tkiva za
muzjake).

Koncentracija BAP u jetrima, bubrezima, srcu i m. gluteus bile su priblizno jednake kod

muzjaka i zenki sivog puha. Statistickom analizom nisu utvrdene znacajne razlike (p>0,05).
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4.5.  Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita
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Slika 9. Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM) u jetrinom, bubreznom, sréanom

1 misSi¢nom tkivu (U/g proteina).

Iz slike 9 koja prikazuje koncentraciju d-ROM izrazenu po gramu proteina, vidljivo je da
je najveca koncentracija u tkivu jetara (5,06 U Carr/g proteina za zenke, 4,95 U Carr/g proteinaza
muzjake), a najmanja u tkivu srca (1,87 U Carr/g proteina za zenke, 2,46 U Carr/g proteina za
muzjake).

Koncentracija d-ROM u m. gluteus i srcu bila je znacajno ve¢a u muzjaka nego u zenki

sivog puha (p<0,05) dok su aktivnosti u jetri i bubrezima bile priblizno jednake medu spolovima.

20



d-ROM (U Carr /g tkiva)
0,6

0,5

0,4
0,3
0,2
0,1
: _

Jetra Bubreg Srce m. gluteus

m Zenke = Muzjaci

Slika 10. Koncentracija reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM) u jetrenom, bubreznom,

sr¢anom i misi¢nom tkivu (U/g tkiva).

Iz slike 10 koja prikazuje aktivnost d-ROM vidljivo je da je najveca aktivnost u tkivu
bubrega (0,53 U/g tkiva za zenke, 0,49 U/g tkiva za muzjake), a najmanjau tkivu m. gluteus (0.11
U/g tkiva za zenke, 0,17 U/g tkiva za muzjake).

Aktivnosti d-ROM u sréanom misi¢u i m. gluteus znacajno su ve¢e u muzjaka nego zenki
(p<0,05) dok su aktivnosti d-ROM u jetrima i bubrezima bile priblizno jednake kod Zenki i

muzjaka sivog puha.

4.6. Korelacija pokazatelja antioksidacijskog sustava i reaktivnih metabolita kisika

U tkivujetre utvrdena je znaCajna pozitivna korelacija PON1 1 BAP (0,459; p<0,05), PON1
i SOD (0,391, p<0,05), BAP i SOD (0,863; p<0,05), a negativna je utvrdena kod BAP i ROM
(-0,537; p<0,05) te ROM i SOD (-0,441; p<0,05).

U tkivu bubrega utvrdena je znacajna pozitivna korelacija PON1 1 BAP (0,406; p<0,05),
GSH-Px 1 SOD (0,416; p<0,05), SOD i BAP (0,711; p<0,05), dok je negativna korelacijautvrdena
kod SOD i ROM (-0,421; p<0,05) i BAP i ROM (-0,590; p<0,05).

21



U tkivu srca utvrdena je zna¢ajna pozitivna korelacija PON1 i GSH-Px (0,648; p<0,05),
PON1 i SOD (0,797; p<0,05), PON1 i BAP (0,769; p<0,05), GSH-Px i SOD (0,725; p<0,05),
GSH-Px i BAP (0,635; p<0,05), SOD i BAP (0,857; p<0,05).

U tkivu m. gluteusa zabiljezena je znacajna pozitivna korelacija PON1 i SOD (0,503;
p<0,05), PONL1 i BAP (0,398; p<0,05) i SOD i BAP (0,771; p<0,05), dok je negativna korelacija
utvrdena kod ROM i SOD (0,474; p<0,05).
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5. RASPRAVA

U radu je istrazena oksidacijska stabilnost u tkivima jetre, bubrega, srca i m. gluteus.
Najvece aktivnosti GSH-Px i PON1 i SOD utvrdene su u jetri i bubrezima dok je najmanja
aktivnost zabiljezena u tkivu srca i m. gluteus sivog puha. Zabiljezena je najveca koncentracija
BAP u tkivu m. gluteus dok je najmanja koncentracija utvrdena u sr¢anom tkivu sivog puha.
Najveca koncentracijad-ROM utvrdena je u tkivu jetara, a najmanjau tkivu srca sivog puha.

Oksidacijska svojstva istrazivanih tkiva imaju razli¢it mehanizam no$enja s oksidacijskim
stresom i slobodnim radikalima pa samim time i aktivnost GSH-Px varira od tkiva do tkiva.
Glutation peroksidaza najvecu aktivnost imau tkivu jetre sivog puha sto odgovara rezultatima koje
su dobili PAGE i sur. (2009) kod vjeverice Spermophilus tridecemlineatus kao i BUZADZIC i
sur. (1990) kod vjeverice Citellus citellus. Nadrugom mjestu po aktivnosti GSH-Px u analiziranim
tkivimanalazi se bubreg, na treCem srce dok je najmanja aktivnost GSH-Px utvrdena u m. gluteus
sivog puha. TAPPEL i sur. (1982) u Stakora nalaze GSH-Px distribuciju u organima sljede¢im
redom jetara-srce-bubreg-misi¢.

Kako zakljucuju TAPPEL 1 sur. (1982) treba biti oprezan u tumacenju rezultata zbog
nedostatka kontrole prehrane kod divljih zivotinja kao i okoli$nih ¢imbenika koji mogu imati

utjecaj na aktivnost GSH-Px.

Superoksid dismutaza u tkivima se moze nacéi kao tri izoenzima: bakar-cink-SOD,
manganska-SOD i izvanstani¢na SOD. Bakar -cinkova SOD je zastupljena u vecini tkiva s oko
90% i nalazi se u citoplazmi. Manganska-SOD nalazi se u mitohondrijima i najve¢u aktivnostima
u srcu (PIRSLIJIN, 2006).

Rezultati u ovom istrazivanju su pokazali kako je naveca aktivnost ukupnog SOD-a
utvrdena u tkivu bubrega i neSto manja u tkivu jetara. Sli¢ne rezultate dobio je MARKLUND
(1984) na misevima. U tkivima jetre i bubrega kunica i Stakora MARKLUND (1984) i NANDI i
CHATTERIJEE (1987) na Stakorimautvrdili su veée vrijednosti u jetri u odnosu na bubrege.

Najveca aktivnost jetre u ovom istrazivanjuiznosi 1715 U/gramu tkiva kod muzjaka sivog
puha. Sli¢ne vrijednosti (1700 + 100 U/g tkiva) dobili su NANDI i CHATTERJEE (1987) kod
muzjaka Stakora istom metodom mjerenja. Vrijednosti koje su utvrdene u bubregu u ovom

istrazivanju su Cetiri puta vece od onih koje su dobili NANDI i CHATTERJEE (1987).
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BUZADZIC i sur. (1990) utvrdili su kako je u hibernatora Citellus citellus u zimi u jetri
veéa aktivnost SOD nego u proljece. Zivotinje u ovom istrazivanju su odstrjeljene neposredno pred

hibernaciju.

omjer GSH-Px i SOD
0,20

0,15
0,10

0,05

0,00 . I

Jetra Bubreg Srce m. gluteus

mZenke = muzZjaci

Slika 11. Omjer aktivnosti glutation peroksidaze i superoksid dismutaze u u jetrenom, bubreznom,

sréanom 1 misi¢nom tkivu.

Enzim SOD i GSH-Px su funkcionalno povezani. Superoksidni radikal koji nastaje u
najvecoj koncentraciji u respiratornom lancu u mitohondrijima uklanja SOD pri ¢emu nastaje
vodikov peroksid. Uklanjanje vodikovog peroksida katalizira GSH-PX. Stoga je u radu izra¢unat
omjer GSH-Px i SOD-a (Slika 11). Najve¢i omjer utvrden je u srcu sivog puha. Vodikov peroksid
uklanja i enzim katalazau organizmu pa razlike u navedenom omjeru mogu se tumaciti razlikama
u aktivnosti GSH-Px i katalaze. Utvrdena je 1 korelacija GSH-Px i SOD u tkivu bubrega (r=0,416;
p<0,05) i srca (r=0,725; p<0,05).

Mjeredi aktivnost paroksonaze moze se utvrditi tri izoenzima. Izoenzimi PON1 i PON3
nalaze se vezani na HDL u plazmi, a uglavnom ih sintetizirajetra (GETZ i REARDON, 2004). U
radu je odredena aktivnost PON1 metodom TVARIJONAVICIUTE i sur. (2012) s p-nitrofenil
acetatom kao supstratom. Sva tri proteina hidroliziraju organofosfate i djeluju kao peroksidaza,
laktonaza i arilesteraza. GABROWNY i sur. (2007) su utvrdili porast aktivnosti PON1 nakon
aplikacije organofosfatnog insekticida klorpirifosa u visokoj koncentraciji albino glodavcima.
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Najveca aktivnost PON1 zabiljeZena je u tkivu jetara te je iznosila vise od 8000 U/g
proteina. Ovako visoka aktivnost u tkivu jetara je razumljiva jer se ovaj enzim primarno sintetizira
u jetri (FURLONG i sur., 2016). U istrazivnju je ODA i sur. (2001) na miSevima Samo u jetri
utvrdio glasnicku RNA za PONI. Visoka aktivnost PON1 vezane na HDL sprjecava lipidsku
peroksidaciju HDL te je grada i funkcija HDL ocuvana (ODA i sur., 2001).

Aktivnost PON1 u plazmi smanjuje rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti (SHIH i sur.,
1998, VAN LENTEN i sur., 2001). u ovom istrazivanju aktivnost PON1 u sr¢anom miSicu je
iznosila 702 U/g proteina kod Zenki i 750 U/g proteina kod muZjaka. Uloga u prvenciji
kardiovaskularnih bolesti temelji se antioksidacijskim svojstvima uklanjanja oksidiranog LDL
(VAN LENTEN i sur., 2001).

U ovom istrazivanju utvrdena je u sréanom tkivu korelacija PON1 i GSH-Px (r=0,648;
p<0,05) $to ukazuje na ucinkovito uklanjanje lipidskih peroksida u ovom tkivu. 1z omjera GSH-
Px 1 PONL1 vidljivo je da je uklanjanje lipidskih peroksida u bubreznom, sréanom tkivu i misi¢nom
tkivu pod utjecajem PON1i GSH-Pxa u jetrenom tkivu prevladava PONL.

omjer GSH-Px i PON1
0,80
0,60

0,40
0,20 . I
0,00
Jetra Bubreg Srce m. gluteus

B Zenke © muzjaci

Slika 12. Omjer aktivnosti glutation peroksidaze i paraoksonaze 1 u jetrenom, bubreznom,

sréanom 1 misi¢nom tkivu.

U istrazivanju koncentracija neenzimskih antioksidacijskih molekula utvrdena je pomocéu

bioloskog antioksidacijskog potencijala koji mjeri koncentraciju mokra¢ne kiseline, bilirubina,
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vitaminaC i E (KIM i sur., 2014). U ovom istrazivanjunajveca koncentracija BAP utvrdena je u
tkivu bubrega i m.gluteus sivog puha. Velike koncentracije u m. gluteus mozemo objasniti
relativno niskom aktivno$cu antioksidativnih enzima. Sli¢cnom metodom EVELSON i sur. (2001)
utvrdili su vecu koncentraciju neenzimskih antioksidansa u jetri i bubrezima negoli u srcu. Ova
razlika je vjerojatno uzrokovana koncentracijom glutationa kojeg je mjerio EVELSON i sur.
(2001) dok ga metodom upotrijebljenom u ovom istrazivanju ne mjerimo. Vitamin E vazan je
antioksidans, a koncentraciju mjeri metoda BAP-a. Vitamin E ima zastitni uc¢inak od trovanja
natrijevim glutamatom (EID i sur., 2019).

U ovom istrazivanju utvrdena je korelacija PON1 i BAP u svim tkivima (jetra r=0,459,
bubreg r=0,406, srce r=0,769 i m. gluteus r= 0,398; p<0,05) kao i SOD i BAP (jetra r=0,863,
bubreg r=0,711, srce r= 0,857 i m. gluteus r=0,771; p<0,05), a BAP i ROM u jetri (r=-0,537,
p<0,05) u bubregu (r=0,590, p<0,05). Pozitivna korelacija utvrdena izmedu aktivnosti enzima i
BAP-a ukazuje na sinergijsko djelovanje neenzimskih i enzimskih molekula u antioksidacijskoj
obrani, dok negativna korelacija ROM-a i BAP-a pokazuje u¢inkovito uklanjanje reaktivnih
metabolita kisika pomo¢u BAP-a.

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju pokazali su kako je najveca aktivnost ROM u tkivu
jetre sivog puha. WEI i sur. (2018) na tkivima vjeverice Spermophilus dauricus najintenzivniju
oksidaciju utvrdilisu u srcu.

U tkivu srcaimiSi¢auovom istrazivanju utvrdena je statisticki znacajno ve¢a koncentracija
ROM-a u muzjaka sivog puha §to mozemo objasniti intenzivnijim oksidacijskim procesimau srcu
muzjaka zbog vise frekvencije sréanog rada i ve¢e misi¢ne aktivnosti u m. gluteus u odnosu na

zenke sivog puha.

Puhovi su prezimari te prije hibernacije povecavaju unos hrane u svrhu nakupljanja
potkoznih i abdominalnih rezerva masnog tkiva. PotkoZzna mast ima mehanicku iizolacijsku ulogu
stite¢i tijelo od hladnoce te u manjoj mjeri sluzi kao izvor energije (WILZ i HELDMAIER, 2000).

Masa puhova, vrloje sli¢nau proljecei jesen (PILASTRO, 1994, GRUBESIC i sur., 2004)
jer puh svoje zivotne funkcije u hibernaciji svede na minimum. Sivi puh u hibernaciji vrlo malo
trosi akumuliranu potkoznu mast zbog usporenih vitalnih funkcija (RUF i sur., 2006). Potkozna
mast sluzi kao izolator krvi i srca, kako se ne bi smrzli od hladnoce. U proljece nakon budenja iz
zimskog sna potkozna masti sluzit ¢e kao izvor energije do pronalaska dovoljno kalori¢ne hrane

(WILZ i sur., 2000). U sezoni parenja muzjaci potrose rezervne masti (BIEBER, 1998).
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U naSem istraZivanju prosjecna masa zenki s repom iznosila je 113,4+22.9 g, a masa
muzjaka s repom bila 126,24+30,2 g. Prema podacima iz literature o masi puhova, smatra se da je
rije¢ o mladim jedinkama koje su zbog niZe tjelesne mase dulje aktivne u jesen prije hibernacije i

vjerojatno nisu spolno zrele.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata moze se zakljuciti:

1. oksidativni i antioksidativni procesi najintenzivniji su u jetri i bubrezima $to odgovara
intenzitetu metabolickih procesa ovih tkiva,

2. najveca koncentracija BAP u m. gluteus uz istovremeno najmanju aktivnost
antiokisdativnih enzima ukazuje na kompenzatorni u¢inak neezimskih antioksidacijskih
molekulau misi¢nom tkivu,

3. intenzivniji oksidacijski procesi u srcu muzjaka potvrduju da muzjaci imaju visu
frekvenciju sr¢anog rada, a u m. gluteus ukazuju na ve¢u misi¢nu aktivnost u odnosu na
zenke sivog puha i

4. izostanak veéeg broja znacajnih razlika moze se objasniti time da su jedinke u ovom
istrazivanju odstrjeljene u rujnu-listopadu, dakle u vrijeme kada su najveci primjerci ove
vrste ve¢ u pusSinama, tako da se radi o mladim, lak§im jedinkama koje vjerojatno nisu

spolno zrele.
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8. SAZETAK

Oksidacijska stabilnost razli¢itih tkiva sivog puha (Glis glis)

Sivi puh (Glisglis L.) je autohtona sitna divlja¢ iz reda glodavaca, porodice puhova. Metabolizam
puhova je tijekom proljecai ljeta vrlo intenzivan, pare se, donose na svijet mlade te se pojacano
hrane kako bi se pripremili za hibernaciju. Pri fizioloSkim uvjetima proizvodnja reaktivnih
kisikovih spojeva i drugih molekula koje izazivaju oksidacije u organizmu te
koncentracija/aktivnost antioksidativnim molekulama su u ravnotezi i ovise o intenzitetu
metabolikih procesa. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio utvrditi aktivnost enzima glutation
perokisidaze (GSH-Px), paraoksonaze 1 (PON1) i superoksid dismutaze (SOD), kocentraciju
neenzimskih antioksidacijskih molekula pomocu bioloskog antioksidacijskog potencijala (BAP)
te koncentraciju reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM) u jetrinom, bubreznom, sréanom i
misi¢nom tkivu Zenki i muzjaka sivog puha neposredno pred hibernaciju. Istrazivanje je provedeno
na tkivima 33 jedinke sivoga puha, 18 Zenki i 15 muZzjaka. Uzorci su prikupljeni tijekom sezone
legalnog odstrela (rujan - listopad 2017.). Najvecée aktivnosti GSH-Px i PON1 utvrdene su u jetri
dok je najmanja aktivnost zabiljezena u tkivu m. gluteus sivog puha. U istrazivanim tkivima nije
utvrdena znacajna razlika medu spolovima (p>0,05). Najveca aktivnost SOD utvrdena je u tkivu
bubrega, a najmanja aktivnost zabiljeZena je u tkivu srca sivog puha. Aktivnost SOD nije se
znacajno razlikovala u istrazenim tkivima kod Zenki i muzjaka sivog puha (p>0,05). Zabiljezena
jenajveca koncentracija BAP u tkivu m. gluteus dok je najmanja koncentracija utvrdena u sr¢anom
tkivu sivog puha. U istrazivanim tkivima nije utvrdena statisticki znacajnarazlika u vrijednostima
kod Zenki 1 muzjaka (p>0,05). Najveca koncentracija d-ROM utvrdena je u tkivu jetara, a najmanja
u tkivu srca sivog puha. Koncentracijad-ROM u m. gluteusi srcu bila je znac¢ajno ve¢a u muzjaka
u odnosu na zenke (p<0,05) dok su koncentracije u jetri i bubrezima bile priblizno jednake. Na
osnovi rezultata mozemo zakljuciti da su oksidativni i antioksidativni procesi najintenzivniji u jetri
1 bubrezima Sto odgovara intenzitetu metabolickih procesa ovih tkiva. Najveca koncentracija BAP
u m. gluteus uz istovremeno najmanju aktivnost antiokisdativnih enzima ukazuje na
kompenzatorni u¢inak neezimskih antioksidacijskih molekula. Intenzivniji oksidacijski procesi u

srcu muzjaka potvrduju da muzjaci imaju visu frekvenciju sr¢anog rada a u m. gluteus ukazuju na
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vecu miSi¢nu aktivnost u odnosu na Zenke sivog puha. Izostanak veceg broja znac€ajnih razlika
moze se objasniti time da su jedinke u ovom istrazivanju odstrjeljene u rujnu-listopadu, dakle u
vrijeme kada su najveci primjerci ove vrste ve¢ u pusinama, radi se o mladim, lak$im jedinkama

koje vjerojatno nisu spolno zrele.

Kljuéne rijeci: sivi puh, tkiva, antioksidacijske molekule, reaktivni kisikovi metaboliti
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9. SUMMARY

Oxidative stability of liver, kidneys, heart and muscle of the gray dormouse (Glis glis)

Gray dormouse (Glisglis L.) is an autochthonous small game from the order of rodents, family of
dormice. Metabolism of the dormouse is very intense during spring and summer, they mate, give
birth to their young and feed intensively to prepare for hibernation. Under physiological
conditions, production of reactive oxygen species and other molecules that cause oxidation in the
body and the concentration/ activity of antioxidant molecules are in equilibrium and depend on
the intensity of metabolic processes. Therefore, the aim of this study was to determine activity of
the enzymes glutathione peroxidase (GSH-Px), paraoxonase 1 (PON1) and superoxide dismutase
(SOD), concentration of non-enzymatic antioxidant molecules using biological antioxidant
potential (BAP) and the concentration of reactive oxygen metabolites (d-ROM) in liver, kidney,
heart, and muscle tissue of female and male gray dormice just before hibernation. The study was
conducted on the tissues of 33 individuals of gray dormice, of which 18 were females and 15
males. Samples were collected during the legal hunting season (September - October 2017). The
highest activities of GSH-Px and PON1 were found in the liver tissue while the lowest activity
was recorded in the gluteus tissue of the gray dormouse. No significant difference was found
among genders in the studied tissues (p> 0.05). The highest SOD activity was found in kidney
tissue, and the lowest activity was recorded in gray dormouse heart tissue. SOD activity did not
differ significantly in the studied tissues in females and males of gray dormouse (p> 0.05). The
highest concentration of BAP was recorded in gluteus tissue, while the lowest concentration was
found in gray dormouse heart tissue. No statistically significant difference was found in values in
females and males in the researched tissues (p> 0.05). The highest concentration of d-ROM was
found in liver tissue, and the lowest in gray dormouse heart tissue. Concentration of d-ROM in
gluteus and heart was significantly higher in males compared to females (p <0.05) while the
concentrations in liver and kidneys were approximately equal. Based on the results, it can be
concluded that oxidative and antioxidant processes are most intense in liver and kidneys, which
corresponds to the intensity of metabolic processes in these tissues. The highest concentration of

BAP in the gluteus muscle with the lowest activity of antioxidant enzymes indicates a
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compensatory effect of non-enzymatic antioxidant molecules. More intense oxidative processes in
the heart of males confirm that males have a higher heart rate and in the m. gluteus indicate greater
muscle activity compared to females of gray dormouse. Absence of a higher number of significant
differences can be explained by the fact that the individuals in this study were hunted in September-
October, ie at a time when the largest specimens of this species are already in the den, they are
younger, lighter in mass individuals that are probably not yet reproductively mature.

Key words: gray dormouse, tissues, antioxidant molecules, reactive oxygen metabolites
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