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САЖЕТАК 

Увод: Активне компоненте биљака рода Allium, којем припадају бели лук, црни лук и 

празилук, једним именом се називају органосумпорна једињења (ОСЈ). 

Антиинфламацијски, антиоксидативни и имуномодулацијски ефекти ових биљака се 

приписују ОСЈ, при чему је уочено да на јачину њихове биолошке активности утиче 

броја атома сумпора присутан у структури ових једињења. Алицин, органосумпорно 

једињење белог лука, делује хепатопротективно током хепатитиса изазваног 

конканавалином А (Con A). Главну улогу у развоју оштећења јетре мишева у овом 

хепатитису играју активирани Т лимфоцити који продукују инфламацијске цитокине, 

као и Купферове ћелије/макрофаги који су такође извор цитокина али и реактивних 

кисеоникових једињења (енгл. Reactive oxygen species, ROS). 

Циљ ове студује је синтетисати смешу дипропил полисулфида (DPPS) и испитивање 

антиинфламацијске и хепатопротективне улоге ове смеше у моделу акутног хепатитиса 

изазваног конканавалином А.  

Методе: Смеша DPPS давана је мишевима, соја C57BL/6, орално шест сати пре 

интравенске инјекције Con A. Инфламација јетре, некроза и апоптоза хепатоцита 

процењени су хистолошком анализом. Цитокини у ткивима јетре одређени су ELISA 

методом, експресија адхезивних молекула и ензима RT PCR (енгл. Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction, RT PCR) методом, док су мононуклеарне ћелије јетре 

анализиране проточном цитометријом. 

Резултати: Превентивна примена смеше DPPS значајно је ублажила инфламацију и 

оштећење јетре на шта указују биохемијски и патохистолошки параметри. Код мишева 

који су превентивно примили смешу DPPS ниво информационе РНК адхезионих 

молекула и комплекса NADPH оксидазе значајно је смањен, док је ниво експресије 

различитих субјединица антиоксидантног SOD (енгл. Superoxide dismutase, SOD) 

ензима повећан. Смањена је концентрација инфламацијских, а повећана концентрација 

антиинфламацијског цитокина, IL-10, као и проценат регулаторних Т лимфоцита у 

јетрама мишева третираних DPPS-ом пре интравенске инјекције Con A.  

Закључак: Смеша DPPS остварује хепатопротективни ефекат у моделу хепатитиса 

изазваног Con A, на шта нам указује смањење инфламације у јетри и измењен баланс 

Th17/Treg лимфоцита у корист регулаторних Т лимфоцита. На основу ових резултата 

закључујемо да смеша DPPS има потенцијални протективни и терапијски ефекат у 

инфламацијским болестима јетре. 

 

 

 

КЉУЧНЕ РЕЧИ: дипропил полисулфиди, Con A хепатитис, хепатопротективни 

ефекти, антиинфламацијска активност, бели лук, органосумпорна једиње 

 



 
 

АBSTRACT 

Background: The main biologically active components of plants belonging to the genus 

Allium, such as garlic and onion, are organosulfur compounds. They are responsible for their 

biological activities, including anti-inflammatory, antioxidant and immunomodulatory. The 

activity of organosulfur compounds depends on the number of sulfur atoms in their structure. 

Hepatoprotective effect of garlic organosulfur compound, allicin, has been previously shown 

in Con A induced hepatitis in mice. Con A induced hepatitis is known to be mediated by 

activated T cells, inflammatory cytokines, and reactive oxygen species (ROS) produced in 

Kupffer cells/macrophages. 

The aim of this study was to synthetize the mixture of dipropyl polysulfides (DPPS) and to 

test their biological activity in acute hepatitis.  

Methods: C57BL/6 mice were administered orally with DPPS 6 hours before intravenous 

injection of Con A. Liver inflammation, necrosis and hepatocytes apoptosis were determined 

by histological analyses. Cytokines in liver tissue were determined by ELISA, expression of 

adhesive molecules and enzymes by RT PCR, while liver mononuclear cells were analyzed by 

flow cytometry.  

Results: DPPS pretreatment significantly attenuated liver inflammation and injury, as 

evidenced by biochemical and histopathological observations. In DPPS pretreated mice, 

messenger RNA levels of adhesion molecules and NADPH oxidase complex were 

significantly reduced, while the expression of SOD enzymes was enhanced. DPPS 

pretreatment decreased protein level of inflammatory cytokines, enhanced expression of 

antiinflammatory interleukin-10 and increased percentage of T regulatory cells in the livers of 

Con A mice.  

Conclusion: Our data show hepatoprotective effects of DPPS in Con A induced hepatitis, 

these effects were associated by attenuation of inflammation and affection of Th17/Treg 

balance in favor of T regulatory cells and implicate potential therapeutic usage of DPPS 

mixture in inflammatory liver diseases.  

 

 

 

KEY WORDS: dipropyl polysulfides, Con A hepatitis, antiinflammatory activity, 

hepatoprotective effects, garlic, organosulfur compounds 
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1. УВОД 

Акутна инсуфицијенција јетре је клинички синдром који карактерише веома брза 

појава симптома акутног оштећења јетре удружених са коагулопатијом и 

енцефалопатијом, а који се развијају у току неколико дана или недеља код особа које 

претходно нису имале обољења јетре [1]. Ово стање је познато и као фулминантни 

хепатитис. Различити фактори могу да утичу на акутно оштећење хепатоцита и појаву 

фулминантног хепатитиса, али је у великом проценту оштећење јетре изазвано 

инфламацијским цитокинима, често у склопу аутоимунског или вирусног хепатитиса. 

Фулминантни хепатитис и даље представља један од највећих терапијских изазова у 

поређењу са осталим ургентним стањима, па је и належање нових терапијских 

могућности стално актуелно. 

Хепатитис који развијају мишеви након интравенске апликације конканавалина А, Con 

A (енгл. concanavalin A) има доста сличности са фулминантним хепатитисом код људи 

па се користи као експериментални модел за проучавање акутног оштећења јетре које у 

основи има имунске механизме [2].  

Предмет овог истраживања је испитавање потенцијалног хепатопротективног ефекта 

новосинтетисане смеше дипропил полисулфида у експерименталном моделу акутног 

инфламацијског оштећења јетре изазваног применом конканавалина А. 

Зато су у уводном делу описани познати механизми настанка оштећења јетре након 

примене конканавалина А и познати биолошки ефекти органосумпорних једињења. 
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1.1. Експериментални модел акутног, 

инфламацијског оштећења јетре 

Реч лектин, лат. legere, у преводу значи селектовати или изабрати [3]. Лектини 

представљају фамилију протеина која реверзибилно, високим афинитетом везује 

угљене хидрате [4]. 

Конканавалин А (енгл. concanavalin A, Con A) је лектин изолован из биљака рода 

Canavalia, најчешће из врсте Canavalia ensiformis. Првобитно га је изоловао из пасуља 

Sumner 1919 [5] а касније је показао да аглутинира еритроците [6] и таложи различите 

полисахариде [7]. Овај протеин је први лектин пречишћен у чистом, кристалном облику 

и самим тим први доступан комерцијално. Користи се у истраживањима биологије 

ћелија више од 50 година, као агониста рецептора за инсулин и као поликлонски 

активатор Т лимфоцита [8]. 

Con A има специфично везујуће место за угљене хидрате α-D-манозу, метил α-D-

манопиранозу, α-D-глукозу и метил-α-D-глукозу, D-фруктозу, N-ацетил D-глукозамин 

и сличне моносахариде [9][10]. Моносахарид највеће компатибилности за везујуће 

место Con A је α-аномер D-манозе. 

Tiegs и њене колеге су 1992. године описали експериментални модел акутног 

инфламацијског оштећења јетре мишева изазваног применом Con A [11]. Овај модел 

болести има одређене карактеристике болести јетре код људи у чијој основи су 

имунски механизми, као што је аутоимунски хепатитис [12].  

Схема1. 

 

Схема 1. Селективно везивање Con A за SEC јетре 

Интравенска инјекција Con A изазива цитокинску олују у јетри мишева са активацијом 

и пролиферацијом Т лимфоцита која не зависи од антигена. Ово резултује озбиљним 
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некротичким оштећењем хепатоцита, ослобађањем аланин и аспартат трансаминаза из 

хепатоцита и порастом концентрације ових ензима у крви. Con A након интравенске 

апликације изазива оштећење јетре, без оштећења других органа. 

Показано је да је за развој оштећења јетре конканавалином А неопходно слободно 

место за везивање угљених хидрата, јер коадминистрација Con A и α-D-манозида или 

метил α-D-манопиранозида мишевима, није изазвала оштећења јетре типично за раније 

показано оштећење јетре изазвано само лектином Con A. Примена других лектина 

(Succinyl Con A и Vicia faba лектини) који имају исто место везивања није изазвала 

оштећење, што је указало на то да везујуће место, као ни аглутинациона активност, није 

оно што одређује хепатотоксични потенцијал Con A [11]. 

Схема2.  

 

Схема 2. Con A неспецифично активира Т лимфоците 

Након интравенске инјекције Con A се селективно акумулира у јетри, везујући се 

примарно за ендотелне ћелије синусоида (енгл. Sinusoidal endothelial cells, SEC), које 

облажу мале крвне судове јетре (Схема 1). Con A везан за SEC затим зауставља 

путујуће Т лимфоците и омогућава унакрсно повезивање њихових Т ћелијских 

рецептора (енгл. T-cell receptor, TCR) [13]. На тај начин делује као везујућа компонента 

која омогућава котрљање и активацију лимфоцита, који затим пролазе кроз ендотел у 

паренхим јетре чиме започиње процес инфламације (Схема 2). За активацију Т 

лимфоцита неопходни су и други сигнали [14], [15] које обезбеђују управо SEC јетре и 

Купферове ћелије. Важност аксесорске функције SEC потврђује и откриће да су „нок 

аут“ мишеви којима недостају гени за адхезионе молекуле заштићени од оштећења 

јетре изазваног интравенском апликацијом Con A, или је оштећење значајно мање. 

Показано је да се леукоцити везују за SEC јетре већ четири сата по интравенској 

апликацији Con A, а да је ендотел синусоида јетре оштећен 8 сати после примене Con A 

[11]. 
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Схема 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Схема 3. Con A везује и активира Купферове ћелије 

Con A се везује и за MHC II молекуле Купферових ћелија које се налазе између 

ендотелних ћелија синусоида [16]–[18]. Тако везан за MHC II молекуле Купферових 

ћелија, Con A омогућава успостављање контакта Т лимфоцита и Купферових ћелија и 

активацију Т лимфоцита, без обзира на антигенску специфичност TCR-a (Схема 3). 

Активиране Купферове ћелије продукују велике количине проинфламацијских 

цитокина, пре свега TNF-α, који подстичу активацију и диференцијацију CD4+T 

лимфоцита у инфламацијске помагачке ћелије [19]. Активирани CD4+Т лимфоцити 

продукују инфламацијске цитокине, TNF-α и INF-γ и играју кључну улогу у оштећењу 

баријерне функције SEC [14], [18] што онда омогућава додатни улазак поликлонски 

активираних CD4+ и CD8+ Т лимфоцита у субендотелни простор. 

Схема 4. 

 

Схема 4. Различити механизми који учествују у оштећењу хепатоцита 
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Кључни догађај у индукцији оштећења јетре је сарадња NKT ћелија (енгл. Natural Killer 

T cell, NKT), Т лимфоцита и Купферових ћелија, а у самом оштећењу хепатоцита 

главну улогу играју активирани помагачки Т лимфоцити и NKT ћелије које, или 

директним цитотоксичким ефектом, или индиректно продукцијом цитокина (TNF-α, 

INF-γ, IL-17, IL-4) оштећују хепатоците (Схема 4).   

Схема 5. 

 

Схема 5. Оштећење хепатоцита услед продукције цитокина и инфилтрације јетре ћелијама 

имунског система 

Код мишева се након интравенске инјекције Con A развија фулминантни хепатитис, већ 

8 сати након апликације, без захватања иједног другог органа (Схема 5). Ову рану фазу 

хепатитиса карактерише озбиљно оштећење хепатоцита. Већ 5 сати након примене Con 

A у јетри мишева могу да се детектују бројна апоптотска телашца, кариорекса 

(фрагментација једра), који претходе скоку концентрације трансаминаза у серуму [20]–

[22]. Током првих 8 сати од примене Con A скоро да нема уочљивих знакова 

некротичке смрти хепатоцита, и у почетним догађајима током оштећења јетре 

изазваним Con A највероватније учествује механизам апоптозе [23]. Међутим, TNF-α, 

који веома рано по апликацији Con A продукују ћелије које су укључене у развој 

оштећења јетре, може да стимулацијом молекула TRAIL (енгл. TNF-related apoptosis 

inducing ligand, TRAIL) и RIP1 (енгл. receptor-interacting protein 1, RIP1) или RIP3 

киназе активира некроптозу хепатоцита [24], [25], a некроптоза је увек праћена 

стимулацијом инфламацијског одговора [26].  

1.1.1. Улога Купферових ћелија у развоју Con A 

хепатитиса  

Резидентни макрофаги јетре, познати као Купферове ћелије, представљају прву линију 

одбране у синусоидама јетре, које су у директном контакту са свим врстама 

микроорганизама и осталим узроцима оштећења. Купферове ћелије фагоцитују и 

разграђују егзогене продукте бактерија и оштећења, али су и важан извор различитих 
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медијатора инфламације [27]. Значај Купферових ћелија у експерименталном 

хепатитису изазваном конканавалином А доказује чињеница да елиминација 

Купферових ћелија штити јетре мишеве од оштећења које изазива примена Con A [19]. 

Међутим, показано је да деплеција Купферових ћелија само делимично смањује 

продукцију цитокина као што су TNF-α (али не утиче на концентрацију овог цитокина у 

плазми), INF-γ и IL-2, што указује на то да су осим Купферових ћелија извор ових 

цитокина и друге ћелије [19]. Осим тога, Knolle и сарадници су установили да поред 

Купферових ћелија и SEC секретују IL-1 и IL-6, цитокине који подстичу инфламацију 

[28], што указује да и SEC играју важну улогу у оштећењу јетре [16]. Могуће је да су 

важнији извор IL-6 Купферове ћелије, јер је деплеција Купферових ћелија удружена са 

значајним смањењем концентрације IL-6 у плазми мишева којима је интравенски 

апликован Con A [19]. Осим тога, продукција и ослобађање супероксида ROS (енгл. 

Reactive Oxygen Species) значајно је смањена након деплеције Купферових ћелија [29]. 

Con A везан за молекулe II класе MHC на Купферовим ћелијама и SEC, омогућава 

активацију CD4+Т лимфоцита независно од антигена, што је праћено њиховом 

пролиферацијом и диференцијацијом у ефекторске помагачке лимфоците, Th1, Th2, 

Th17 и регулаторне Т лимфоците, Treg. Taкође, Con A се везује и за CD1d молекул на 

Купферовим ћелијама што подстиче активацију NKT ћелија у јетри. NKT ћелије након 

активације продукују TNF-α, INF-γ и IL-4, цитокине који се увек детектују у јетри 

мишева којима је индукован Con A хепатитис и који играју кључну улогу у развоју 

хепатоцелуларне апоптозе и некрозе [30]. 

1.1.2. Улога Т лимфоцита у развоју Con A хепатитиса  

Иако је показано да је Con A парцијално токсичан за хепатоците in vitro, већина in vivo 

студија показује да су лимфоцити кључне ћелије у индукцији и прогресији оштећења 

јетре у моделу хепатитиса изазваним интравенском применом Con A. Бројне студије су 

доказале да су присуство и функционални интегритет Т лимфоцита неопходни за развој 

оштећења јетре, јер имунодефицијентни мишеви, атимични мишеви, мишеви третирани 

имуносупресивним лековима (као што су циклоспорин, FK506 или кортикостероиди) 

не развијају хепатитис након примене Con A [11]. Прецизније, за настанак оштећења 

јетре неопходни су CD4+Т лимфоцити, а не CD8+Т лимфоцити, јер је показано да 

администрација моноклонских антитела специфичних за молекул CD4 скоро потпуно 

превенира оштећење јетре изазвано интравенском применом Con A, док примена 

моноклонских антитела специфичних за гликопротеин CD8 не пружа овакву заштиту 

[31]. Ипак, деплеција и CD4+ и CD8+ Т лимфоцита пре примене Con A показује бољи 

протективни ефекат и праћена је још мањим оштећењем јетре у поређењу са ефектом 

деплеције само CD4+Т лимфоцита [32]. На основу тога је закључено да је активација 

помагачких CD4+ Т лимфоцита конканавалином A неопходна за започињање имунског 

одговора у јетри и за развој оштећења паренхима јетре [11], као и да Con A на неки 

начин активира и цитотоксичке CD8
+
 T лимфоците који доприносе оштећењу јетре, али 

да њихова улога у том процесу није пресудна. 

Активиране NKT и Th1 лимфоцити продукују TNF-α и INF-γ, који поред директног 

ефекта на хепатоците, делују повратно и на Купферове ћелије, које стимулисане овим 

цитокинима, додатно продукују бројне хемокине и цитокине. Th2 лимфоцити и NKT 

ћелије продукују IL-4 и IL-5 који привлаче неутрофиле и еозинофиле у јетру. Th17 



 

7 
 

лимфоцити које се такође налазе у јетри након индукције Con A хепатитиса продукују 

IL-17 који остварује индиректни хепатотоксички ефекат и то стимулацијом 

дендритских ћелија и неутрофила. Treg индукују имуносупресију и толеранцију [33].  

Један од механизама којим Т лимфоцити остварују директан цитотоксички ефекат на 

хепатоците је Fas-FasL интеракција. Fas (APO-1, CD95) је тип I интегралних 

мембранских протеина који припадају TNF фамилији рецептора и који стимулишу 

сигналне путеве који ћелију уводе у смрт. Fas је експримиран на активираним 

лимфоцитима и различитим ткивима, као што су јетра, плућа, црева, кожа. Fas лиганд 

(FasL) је тип II интегралних мембранских протеина који припадају TNF фамилији, који 

је експремиран на активираним Т лимфоцитима и NK ћелијама. Показано је да 

стимулација спленоцита комбинацијом Con A и IL-2, in vitro, подстиче експресију FasL 

на овим ћелијама [30]. Међутим, мишеви који нису имали функционалан Fas протеин 

развијали су Con A хепатитис [34]. Са друге стране, показано је да је експресија Fas 

иРНК значајно повећана у јетрама мишева који имају хепатитис, а значајно мања код 

мишева којима недостаје ген за INF-γ [35]. Иако има студија са супротстављеним 

резултатима о значају директног цитотоксичког деловања лимфоцита интеракцијом 

FasL са Fas молекулом на хепатоцитима [36][37], чињеница је да је хепатитис 

изазван применом Con A код FasL- или Fas- дефицијентних мишева блажи и да је 

концентрација аминотрансфераза мања код мишева који су примили и неутралишуће 

анти-FasL антитело [38]. Међутим, блокада TNF-α моноклонским антителима је 

ефикасније заштитила јетру од оштећења, у поређењу са применом блокирајућег анти-

FasL антитела. Ватанабе и сарадници су показали да је можда најзначајнији 

цитотоксички ефекат Т лимфоцита у Con A хепатитису посредован перфоринима и 

гранзимима, јер је показано потпуно одсуство оштећења јетре код мишева који су 

третирани и инхибитором перфорина [36][39]. Такође, у истој студији је показан и 

значај адхезионих молекула за развој Con A хепатитиса, оштећење јетре може да се 

инхибира применом анти-ICAM-1 (енгл. Intercellular Adhesion Molecule) и -LFA-1 (енгл. 

Lymphocyte function-associated antigen 1) антитела, док примена анти-VCAM-1 (енгл. 

Vascular cell adhesion protein 1) и VLA-4 (енгл. Very Late Antigen-4) антитела нема 

заштитни ефекат [36]. 

1.1.3. Улога NKТ ћелија у развоју Con A хепатитиса  

NKT ћелије имају важне улоге у индуковању оштећења јетре након интравенске 

примене Con A, како сарађујући са конвенционалним Т лимфоцитима, макрофагима, 

тако и директно, кроз ефекторске механизме као што су Fas-FasL интеракција, систем 

перфорина и гранзима, као и деловањем цитокина INF-γ, IL-4, TNF-α [40]. Након 

активације, NKT ћелије ослобађају велике количине Th1 (INF-γ и TNF-α) и Th2 

цитокина (IL-4, IL-5, и IL-13), али и антиинфламацијског цитокина IL-10 [130]. У јетри 

мишева, а нарочито у синусоидима доминирају инваријантне, I NKT ћелије, које чине 

више од 50% свих интрахепатичних лимфоцита миша [41]. I NKT ћелије експримирају 

семи-инваријантни αβTCR, који се састоји од β ланца који кодирају различити гени, док 

α ланац кодира конзервирани ген, Vα14 [42]. I NKT ћелије могу да брзо по активацији 

продукују смешу цитокина који учестују у диференцијацији Т лимфоцита ка Th1 или 

Th2 ћелијама. Ослобађајући INF-γ, NKT ћелије индиректно индукују смрт хепатоцита 

форсирајући Th1 одговор и конвертујући CD8+T лимфоците у цитотоксичке Т 

лимфоците. Након администрације Con A, на површини хепатичких NKT ћелија уочава 



 

8 
 

се повећавање експресија FasL што указује да и NKT ћелије делују директно 

цитотоксички на хепатоците интеракцијом Fas-FasL [43]. Новије студије показују 

значај TRAIL молекула, који експримирају ове ћелије, у механизму оштећења јетре [44] 

о чему ће бити речи касније у тексту. 

Значај NKT ћелија у патогенези Con A хепатитиса показан је у студијама у којима су 

коришћени мишеви са дефицијенцијом NKT ћелија. Мишеви којима недостаје ген који 

кодира CD1d молекул, маркер NKT ћелија, заштићени су скоро потпуно од оштећења 

које изазива Con A [2], [44]. Адоптивним трансфером мононуклеарних ћелија јетре које 

садрже функционалне NKT ћелије, мишевима са делецијом гена за CD1d молекул, 

омогућено је да развију болест након примене Con A [44]. Значај NKT ћелија за развој 

Con A хепатитиса доказују и чињенице да нокаут мишеви којима недостаје ген за IL-4, 

или мишеви третирани анти–IL-4 моноклонским антителима, или Vα14 нокаут мишеви, 

не развијају хепатитис. Значај IL-4, који продукују Vα14 NKT ћелије активиране Con A, 

у патогенези хепатитиса је у аутокрином деловању на Vα14 NKT ћелије, које 

стимулисане овим цитокином повећавају експресију гранзима В и FasL, молекула који 

учествују у директном цитотоксичком деловању NKT ћелија на хепатоците [2]. 

Показано је да Vα14 NKT ћелије, у одсуству конвенционалних Т лимфоцита, могу да 

остваре улогу ефекторских ћелија и омогуће развој хепатитиса [2]. Иако NKT ћелије 

играју једну од важнијих улога у патогенези хепатитиса, показано је да активиране 

NKT ћелије већ четири сата након администрације Con A подлежу апоптози изазваној 

Fas-FasL интеракцијом [49].  

1.1.4. Цитокини и развој Con A хепатитиса  

Цитокини који су значајно укључени у патогенезу Con А хепатитиса су INF-γ, IL-2, IL-

4, IL-6
 
и TNF-α, али кључну улогу ипак имају TNF-α и INF-γ. У току првог сата од 

инјектовања Con A, максималну концентрацију у јетри достижу TNF-α, INF-γ и IL-4, 

што прати и продукција IL-2 и IL-12. У јетри није детектована промена концентрације 

IL-6 и IL-10. Концентрација IL-10 је изражено мања у јетри у поређењу са 

концентрацијом овог цитокина у плазми. Цитокини који први достижу максималну 

концентрацију у плазми, већ након првог сата од апликације Con А, су TNF-α и IL-10, а 

након два сата максимум концентрације у плазми достиже и IL-4. Цитокини INF-γ, IL-2 

и IL-6 достижу максималну концентрацију у плазми три сата након апликовања Con А, 

а након њих IL-12 [30].   

1.1.4.1. TNF-α  

TNF-α игра важну улогу у оштећењу јетре након апликације Con А, коју остварује 

стимулацијом већег броја сигналних путева, који још увек нису потпуно разјашњени. 

TNF-α у јетри након апликације Con A продукују у највећем броју Купферове ћелије и 

у мањем проценту CD4+ T лимфоцити, међутим Купферове ћелије не утичу на 

концентрацију TNF-α у серуму [19].  
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Фундаменталну улогу у развоју хепатитиса има акумулација инфламацијских ћелија у 

јетри. Осим што директно индукује смрт хепатоцита активацијом TNFR1, TNF-α 

стимулише експресију инфламацијских протеина, цитокина и адхезионих молекула, 

одговорних за инфилтрацију јетре инфламацијским ћелијама. Показано је да 

претретман мишева антителима који блокирају E-, P- селектине, ICAM1/2, VCAM-1 не 

може у потпуности да спречи развој Con A хепатитиса, али значајно инхибира 

акумулацију кључне популације ћелија, CD4+Т лимфоцита, у јетри [45]. И други 

инфламацијски цитокини (INF-γ, TNF-α, IL-l и IL-6) повећавају експресију адхезионог 

молекула ICAM-1 на хепатоцитима in vitro чиме повећавају адхезију Т лимфоцита за 

хепатоците [46]. Значајно повећање експресије ICAM-1 на синусоидама, централној и 

портним венама уочено је 6 сати након апликације Con A, а максимална екпресија је 

забележена у периоду од 8 до 24 сата након апликације Con A. Повећање експресије 

VCAM-1 и Е-селектина се уочава 6 сати, а максимални ниво достиже 8 сати након 

апликације Con A [45].  

Велике количине TNF-α које се ослобађају из Купферових ћелија су цитотоксичне за 

хепатоците, али немају исти ефекат на ендотелне ћелије синусоида, показано је да 

примена антисерума за TNF-α није спречила смрт SEC [16]. TNF-α остварује директан 

цитотоксички ефекат на хепатоците везујући се за два различита трансмембранска 

рецептора TNFR1 (TNF рецептор тип 1, p55) и TNFR2 (TNF рецептор тип 2, p75). 

Везивање TNF за ове рецепторе активира различите интрацелуларне путеве. TRADD 

(TNF receptor 1–associated death domain protein), који се везује за цитоплазматски домен 

рецептора за TNF-α, важан је за активацију свих ових путева. Након активације 

рецептора за TNF-α, три протеина, FADD (енгл. Fas-associated protein with death 

domain), TRAF2 (енгл. TNF receptor-associated factor 2) и RIP могу да се вежу за 

TRADD [47]. 

Апоптоза започиње везивањем TNF-α за TNFR1, који у цитоплазматском делу 

рецептора има такозвани домен смрти „death domain“. Домен смрти регрутује друге 

протеине, као што је FADD и удружује рецепторе смрти тиме активирајући 

иницијаторску каспазу 8. Иако каспаза 8 може директно да активира нисходне 

ефекторске каспазе као што је каспаза 3 и изазове оштећење ћелија, ова активација је 

често блокирана у ћелијама типа II, као што су хепатоцити, помоћу инхибитора 

апоптозе, X-linked inhibitor-of-apoptosis, који се везује за каспазу 3. Зато је за индукцију 

смрти неопходно да каспаза 8, заобилазним путем активира митохондријски пут 

апоптозе и каспазу 9, како би ћелија ушла у апоптозу. Друга два протеина, TRAF2 и 

RIP су значајни за активацију сигналних путева који се завршавају транслокацијом NF-

kB у једро и активацијом Jun киназе, JNK (енгл. c-Jun N-terminal kinases). Везивање 

TNF-α за TNFR2, за последицу има активацију само TRAF2-зависних сигналих путева, 

а не и FADD-зависну апоптозу [47], [48].  

Значај TNF-α као медијатора који учествује у развоју хепатитиса након интравенске 

примене Con A доказује податак да примена анти-TNF-α антитела комплетно блокира 

оштећење ћелија јетре, што указује на кључну улогу TNF-α у индукцији смрти 

хепатоцита у овом моделу [20], [49]. У случају Con A хепатитиса, удружена 

сигнализација са оба рецептора за TNF-α је неопходна за индукцију смрти хепатоцита 

јер је показано да су TNFR1- и TNFR2- дефицијентни мишеви резистентни на 

оштећење јетре изазвано конканавалином A [47], [50]. Улога TNFR1 је највероватније 

директнија у индуковању апоптозе хепатоцита, док је TNFR2 есенцијалан у 

комуникацији међу лимфоцитима, индукује експресију INF-γ и индиректно активира 

TNFR1[22], [51]. 
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Упркос томе што је јасно показано да TNF-α игра улогу у оштећењу хепатоцита, 

показано је и да се каспазе 3, 8 и 9 не активирају у јетри након примене Con A, нити 

има активације митохондријског пута апоптозе у хепатоцитима. Осим тога ни 

инхибиција молекула FADD није утицала на смањење оштећења паренхима јетре [52]. 

Ови резултати указују на то да Con А индукује FADD-независно оштећење хепатоцита 

[52]. У складу са тим резултатима, ни инхибитор широког спектра каспаза 

benzoyloxycarbonyl-val-ala-asp-fluoromethylketone (zVADfmk), не спречава оштећење 

изазвано Con A. Међутим, показано је да је делеција гена за JNK удружена са 

инхибицијом митохондријског пута апоптозе у хепатоцитима, али су ови мишеви и 

даље подложни некротичком оштећењу хепатоцита након примене Con A [52]. Подаци 

да нема значајног смањења концентрације ALT у серуму, ни значајног смањења 

оштећења јетре детектованог хистолошким анализама код JNK1- и JNK2- 

дефицијентних мишева третираних Con A, указују на то да некроза или некроптоза 

играју значајнију улогу од апоптозе у оштећењу јетре у Con A моделу хепатитиса [52].  

Раније студије су показале да NF-kB може да спречи апоптозу у различитим типовима 

ћелија. Међутим, у хепатоцитима се максимална фрагментација ДНК уочава у исто 

време, након примене Con A, када и транслокација NF-kB, што указује да се 

интрацелуларна каскада која за резултат има индукцију апоптозе активира много раније 

у поређењу са активацијом NF-kB и да NF-kB својом продуженом кинетиком није у 

могућности да спречи апоптозу хепатоцита и оштећење јетре [22].  

Чињенице да Con A не активира каспазе и да инхибитори пан-каспазе не штите јетру од 

оштећења, затим масивно ослобађање ALT и морфолошке карактеристике оштећених 

хепатоцита указују да је некроптоза главни механизам ћелијске смрти (природа смрти 

је некроза, а не апоптоза с обзиром да активност каспаза није идентификована у 

тренутку када је ниво ензима јетре највећи, иако је детектабилно разлагање ДНК). 

Док је пут апоптозе релативно познат [53], веома мало се зна о некрози хепатоцита у 

контексту токсичности TNF-α, иако је познато да је у другим типовима ћелија повезана 

са реактивним врстама кисеоника, ROS. 

Како знамо да су Т лимфоцити и цитокин TNF-α главни учесници у процесу оштећења 

јетре изазваног интравенском апликацијом Con A, очекивано би било да главни вид 

смрти хепатоцита буде апоптоза, али су новије студије ипак показале да је у овом 

моделу хепатитиса најчешћи вид смрти хепатоцита некроптоза [54]. Некроптоза је 

програмирана некротска смрт ћелија која зависи од RIP1/RIP3 киназа. Има одређена 

својства програмиране ћелијске смрти као што је поремећај потенцијала митохондрија 

и фрагментација једра, али је на крају увек праћена неконтролисаном деградацијом 

ћелија и ослобађањем садржаја цитоплазме [55]. 

У јетрама мишева третираних Con A уочена је значајна експресија RIP1 и RIP3 киназа, 

а мишеви са делецијом гена за RIP3 показују резистенцију на развој болести [56]. 

Међутим, резултати различитих студија о ефектима различитих инхибитора RIP1 

киназе, нису усаглашени [56]–[59].  

Новије студије показују учешће молекула TRAIL и RIP1/RIP3 сигналног пута у 

индукцији некроптозе хепатоцита у Con A хепатитису [60], [61]. Добро је познато да 

TRAIL стимулише сигнале који индукују апоптозу ћелија, међутим у ћелијама хуманог 

колоректалног карцинома, HT29, и ћелијама хепатоцелуларног карцинома, HepG2, 

показано је да кисела екстрацелуларна средина преусмерава сигнале са молекула 
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TRAIL од индукције апоптозе ка регулисаној некрози тј. некроптози која зависи од 

RIPK1. Кисела екстрацелуларна средина се појављује у различитим патолошким 

стањима као што су канцер и инфламација [62]. Ћелије које експримирају молекул 

TRAIL и играју кључну улогу у индукцији смрти хепатоцита процесом некроптозе у 

моделу Con A хепатитиса су NKT ћелије [2], [40], [43], [44], [60], [61]. Блокирање 

активности молекула TRAIL in vivo штити јетру мишева од оштећења изазваног 

инјекцијом Con A [61]. Већ је претходно споменуто да су мишеви са дефицијенцијом 

CD1d молекула, маркера NKT ћелија које имају кључну улогу у процесу оштећења 

јетре, скоро потпуно заштићени од оштећења које изазива Con A [2].  

Код људи, TRAIL интеррагује са барем четири мембранска рецептора који припадају 

TNF фамилији рецептора. TRAIL рецептор 1 (TRAIL-R1 или death receptor 4, DR4) и 

TRAIL рецептор 2 (TRAIL-R2, death receptor 5, TRICK2 или KILLER) имају 

цитоплазматске домене смрти и могу да активирају и каспазе и NF-κB. Друга два 

рецептора TRAIL-R3 (DcR1) и TRAIL-R4 (DcR2) имају скраћене домене смрти. Они 

нису способни да активирају каспазну каскаду али могу да активирају NF-κB и 

блокирају апоптозу. TRAIL код мишева активира апоптозу везујући се само за TRAIL-

R2 [61]. Фрагментација ДНК и формирање апоптотских телашаца који јасно указују на 

механизам програмиране смрти хепатоцита су видљиви у хепатоцитима већ 5 сати 

након инјектовања Con A и претходе повећању трансаминаза.  

1.1.4.2. INF-γ 

Осим цитокина TNF-α, у патогенези хепатитиса изазваног Con A важну улогу има INF-

γ [21]. Цитокини TNF-α и INF-γ делују синергистички у овом моделу болести. 

Експерименти у којима су блокирани ефекти ова два цитокина применом 

моноклонских антитела јасно су потврдили да су оба цитокина неопходна за развој Con 

A хепатитиса, при чему недостатак једног цитокина, други цитокин не може да 

надомести [21]. Хепатитис је значајно блажи код нокаут мишева којима недостаје ген за 

INF-γ [35].  

Постоји неколико потенцијалних механизама којим INF-γ може да учествује у процесу 

оштећења ћелија и ткива. Ови механизми укључују активацију функције макрофага, 

укључујући синергистичку стимулацију продукције NO заједно са TNF-α, директну 

индукцију цитотоксичности лимфоцита и директну активацију гена чији продукти 

учествују у сигналним каскадама које за резултат имају смрт ћелије [63].  

Активност INF-γ је регулисана преко активације сигналног пута JAK/STAT. Након 

везивања INF-γ за рецептор на ћелијама, активирају се тирозин киназе (JAK1 и JAK2) 

удружене са рецептором за INF-γ (INFGR1 и INFGR2) што изазива фосфорилацију и 

активацију различитих молекула STAT (енгл. Signal Transducer аnd Activator оf 

Transcription). Активирани STAT1 димеризује и транслоцира се у једро где активира 

транскрипцију неколико гена, укључујући IFN regulatory factor-1 (IRF-1). IRF-1 је 

транскрипциони фактор који контролише транскрипцију многих гена чији продукти 

остварују антивирусне и проапоптотске ефекте. Мишеви са дефицијенцијом INF-γ или 

молекула STAT1 развијају значајно мање оштећење јетре изазвано конканавалином А 

што указује на то да INF-γ/STAT1 сигнална каскада има важну улогу у овом моделу 

хепатитиса [64]. Код мишева са дефицијенцијом INF-γ или молекула STAT1 показана је 
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значајно смањена активација CD4+Т и NKT ћелија, ћелија које директним 

цитотоксичким ефектом изазивају смрт хепатоцита [64]. Хепатоцити IRF-1-

дефицијентних мишева су комплетно резистентни на ефекте Con A судећи по три 

различита обележја апоптозе као што је ослобађање LDH, фрагментација ДНК и 

активација каспазе-3 [37], [65]. 

Con A стимулише продукцију INF-γ углавном у NKT ћелијама и CD4+T лимфоцитима, 

а продуковани INF-γ циља хепатоците, SEC и Купферове ћелије у којима активира 

STAT1/IRF-1 пут. Дакле, INF-γ/STAT1/IRF-1 пут поред улоге у индукцији ћелијске 

смрти има улогу и проинфламацијског сигнала. Продукт IRF-1 гена стимулише 

експресију молекула VCAM-1, ICAM-1, хемокина CXCL5, CXCL9, CXCL10 и CXCL11 

што све заједно омогућава регрутовање лимфоцита, неутрофила и еозинофила у јетру 

који појачавају оштећење које на крају резултује развојем хепатитиса [65]. Способност 

да повећају експресију хемокина на хепатоцитима и различитих адхезионих молекула 

на SEC и Купферовим ћелијама, INF-γ и TNF-α остварују синергистички [65]. На овај 

начин можемо да објаснимо инфилтрацију додатних леукоцита, као што су неутрофили 

у јетру. 

1.1.4.2.1 Значај неутрофила и макрофага у Con A хепатитису 

Активација и регрутовање неутрофила је важан корак у патогенези Con A хепатитиса. 
Четири сата након администрације Con A, највећи део популације регрутованих 

леукоцита чине неутрофили, док мали део чине Т лимфоцити. Con A може да директно 

везује неутрофиле, што резултује повећањем експресије адхезионих молекула (L-

селектина, интегрина-2) и продукције ROS. Неутрофили доприносе оштећењу јетре 

директно ослобађањем садржаја својих гранула које оштећују ткиво и индиректно 

промовишући регрутацију Т лимфоцита. Такође, активирани неутрофили повећавају 

продукцију различитих медијатора INF-γ, TNF-α и IL-4, које продукују и Т лимфоцити 

и који су важни у развоју хепатитиса [66]. Деплеција неутрофила значајно смањује 

регрутовање CD4+T лимфоцита у јетру и тако ублажава оштећење јетре [67]. 

Неутрофили, као и макрофаги производе реактивне врсте кисеоника: O2
-
, NO и H2O2. 

Реактивне врсте кисеоника су убиквитарни сигнални молекули који имају многобројне 

функције као што су одбрана домаћина, раст ћелије, ћелијска сигнализација и 

регулација експресије гена. Међутим, прекомерне количине ROS изазивају ћелијски 

стрес, који је узрок тешких обољења као што су аутоимунске болести и канцер.  

NADPH оксидазе (енгл. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, NOX) су 

фамилија ензима чија је једина позната функција производња ROS у многим ћелијама 

[68]. Сигнална каскада коју покрећу стрес, хормони, вазоактивни агенси и цитокини 

(TNF-α, IL-1β) контролише експресију и активност ових ензима. NADPH комплекс 

ензима се састоји од најмање пет субјединица, мембранских gp91
phox

 и p22
phox

 

хомодимера и цитоплазматских p40
phox

, p47
phox

 и p67
phox

 [69]. ROS који настаје 

активношћу NADPH оксидазе доприноси различитим обољењима јетре као што су 

алкохолни хепатитис, хронични хепатитис C, холестатско обољење јетре и фиброза 

јетре [70]–[72]. Током каснијих фаза оштећења, NADPH оксидаза промовише 

репарацију ткива промовишући ангиогенезу и пролиферацију ћелија [73]. NADPH 

оксидаза преноси електроне од NADPH до молекулског кисеоника, продукујући 
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супероксид (O2
·−

) у цитоплазми, који је веома реактиван и у већим количинама 

оштећује ћелије. Ензим супероксид дисмутаза брзо конвертује O2
·−

 до H2O2 који је 

мање реактиван и који се даље под дејством каталаза конвертује у воду [70]. 

Супероксид дисмутаза, дакле, представља прву линију одбране од оштећења које 

изазива ROS. У ћелијама сисара постоје три изоформе ензима супероксид дисмутазе: 

SOD1 (Cu, Zn супероксид дисмутаза) која је присутна у цитоплазми, SOD2 (Mn 

супероксид дисмутаза) присутна у митохондријама и екстрацелуларна SOD3 (Cu, Zn 

супероксид дисмутаза). Сви ови ензими каталишу исту реакцију дисмутације 

супероксидног анјона у молекуларни кисеоник и водоник пероксид [74], [75] и тиме 

смaњују ниво супероксидног анјона. 

Азот моноксид (NO) је мали, биоактивни липофилни молекул који дифундује кроз 

ћелијску мембрану и контролише многе физиолошке функције у организму [76], [77]. 

Једини начин синтезе NO је из аминокиселине L-аргинин уз помоћу ензима азот оксид 

синтетазе (енгл. nitric oxide synthases, NOS), који каталише оксидацију L-аргинина у L-

цитрулин [78]. Једна од три изоформи NOS је индуцибилна NOS (inducible NOS, iNOS 

или тип 2). У имунском систему iNOS/NO има и регулаторне и ефекторске улоге. 

Регулаторна улога подразумева имуносупресивне ефекте, инхибицију пролиферације 

лимфоцита и модулацију цитокинског одговора. Друга категорија подразумева 

имунопатолошке ефекте (деструкцију ткива) и имунопротективне ефекте (убијање 

патогена микроорганизама и апоптозу аутореактивних Т лимфоцита) [79]. 

Ћелије имунског система у стању мировања немају iNOS, међутим бројни ванћелијски 

стимулуси могу да активирају различите сигналне путеве који могу да покрену његову 

продукцију [80]. Проинфламацијски цитокини, као што су TNF-α, IL-1β и INF-γ [81], 

могу да активирају синтезу NO помоћу индукције iNOS у различитим типовима ћелија 

као што су макрофаги, дендритске ћелије, неутрофили, хепатоцити итд [82], [83]. 

 

1.1.4.3. IL-17 

IL-17 стимулише у различитим ћелијама продукцију проинфламацијских цитокина и 

хемокина који мобилишу неутрофиле и на тај начин координише процес инфламације у 

ткиву [84]. Рецептор за IL-17, IL-17R је присутан на скоро свим ћелијама и ткивима, а 

не само ћелијама имунског система [85]. Експресија IL-17 је значајно повећана у ткиву 

јетре након индукције Con A хепатитиса [86]. Продукују га пре свега CD4+T 

лимфоцити и NKT ћелије [87]. У овом моделу болести показано је да IL-17 стимулише 

Купферове ћелије да продукују IL-6 и TNF-α [88]. Осим тога, показано је да IL-17 

повећава експресију IL-2 у интрахепатичким CD4+T лимфоцитима, који активира NK 

ћелије да оштећују јетру [86]. Значај IL-17 у патогенези Con A хепатитиса показана је 

експериментима у којима је блокада IL-17 и рецептора за IL-17 ублажила оштећење 

јетре, док је прекомерна експресија овог цитокина изазвала масивну некрозу 

хепатоцита [39], [86], [87], [89]. 
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1.1.4.4. IL-6 

IL-6, цитокин чију продукцију стимулише IL-17, али који је такође неопходан за 

диференцијацију CD4+T лимфоцита у Th17 ћелије [90], у Con A хепатитису може да 

има про- и анти- инфламацијске функције. Блокада класичног сигналног пута који 

покреће везивање IL-6 за свој рецептор у моделу Con A хепатитиса имала је 

хепатопротективни ефекат, који је делимично остварен немогућношћу мобилизације 

неутрофила [91] и смањеном продукцијом TNF-α [49]. Код нокаут мишева којима 

недостаје ген за INF-γ и који су прилично резистентни на оштећење које изазива Con A 

детектована је значајно мања концентрација IL-6 у серуму и ниво иРНК IL-6 у слезини 

[92]. Међутим, IL-6 дефицијентни мишеви су подложнији развоју болести, што указује 

на то да ендогени IL-6 има протективну улогу, тј. IL-6 који је присутан пре индуковања 

Con A хепатитиса као и IL-6 продукован у почетним фазама развоја ошећења јетре 

активира заштитни пут. Наставак продукције IL-6 након ове почетне фазе индукције 

хепатитиса, активира друге сигналне путеве који за резултат имају оштећење 

хепатоцита [49], [92]. 

1.1.4.5. Тregs 

Јетра, као део имунског система мукозе, има јединствену способност модулације 

имунског одговора. Ендотелне ћелије синусоида јетре преусмеравају („shifting“) 

локални имунски одговор ка толеранцији. У стању инфламације, SEC јетре доприносе 

продукцији IL-10 и на тај начин супримирају Th1 одговор након примена Con A [93]. 

Регулаторни T лимфоцити (енгл. regulatory T cells, Treg) имају незаменљиву улогу у 

спречавању реакције на сопствене антигене и у сузбијању прекомерних имунских 

реакција штетних по домаћина. Treg настају у тимусу као функционално зрела 

субпопулација Т лимфоцита, а такође могу настати из наивних Т лимфоцита на 

периферији [94].  

У хепатитису изазваном Con A, најважнији извор антитинфламацијског цитокина, IL-

10, који игра најважнију улогу у индукцији толеранције, су CD4+CD25+ Treg 

лимфоцити и Купферове ћелије [95]. CD4+CD25+Foxp3 Treg лимфоцити су важни у 

периферној имунској толеранцији и инхибирају развој аутоимунских болести и 

одбацивање графта [96], [97]. Адоптивни трансфер Treg лимфоцита значајно смањује 

оштећење јетре и инфламацију [98], модулацијом баланса Treg и Th17 лимфоцита [99].  

Поред IL-10 и цитокини IL-6 и IL-22 активацијом STAT3 и индукцијом експресије 

антиапоптотских и антиоксидантних молекула остварују протективну улогу у Con A 

хепатитису [64], [100], [101].
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1.2. Органосумпорна једињења 

Биљке рода Alliuм, као што су бели лук (лат. Alliuм sativuм), црни лук (лат. Alliuм cepa) 

и празилук (лат. Alliuм porruм), користе се у исхрани од давнина. Бели лук у преводу са 

латинског, значи „гајени лук” што нам указује на то да је једна од најстаријих биљака 

које је човек култивисао. Осим у исхрани, ове биљке се користе и као традиционалан 

лек у народној медицини и фитотерапији [102]. У народној медицини и враџбинама 

бели лук међу свим биљкама има највећи значај. За њега је карактеристична пословица 

у којој он опомиње човека:  

„Ти мене чувај од нокта, а ја ћу тебе од свакога зла“ [103] 

Бројна сумпорна једињења су одговорна за мирис и укус белог лука као и за „плач“ 

изазван резањем црног лука [104]. Ова једињења су такође одговорна за медицинска 

својства која се одувек приписују белом и црном луку. Једним именом их називамо 

органосумпорним једињењима, ОСЈ [105].  

У нетретираним ткивима ових биљака присутни су алк(ен)ил цистеин сулфоксиди. 

Природа алкил група сулфоксида варира у зависности од Alliuм врсте. Бели лук садржи 

највише алил цистеин сулфоксиде, док црни лук, празилук и влашац садрже пропил- и 

проп-1-енил цистеин сулфоксиде [106]. 

Када се ткиво ових биљака оштети, сецкањем или жвакањем, активира се ензим 

алиназа, сулфоксиди се ензимски трансформишу до тиосулфината, који су примарне 

компоненте ових биљака, одговорне за укус. Тиосулфинати су пронађени у свим Alliuм 

врстама које су истражене, разликују се по структури и количини прекурсора. 

Тиосулфинати се разлажу, посебно на високој температури, или метаболизмом in vivo 

[107], до комплексне смеше једињења у којој преовладавају моносулфиди, дисулфиди, 

трисулфиди и тетрасулфиди [108]. 

 

S-алилцистеин сулфоксид, кога називамо алин, је најзаступљеније ОСЈ у целим 

главицама белог лука, лоцирано у цитоплазми и прекурсор је многих органосумпорних 

продуката. Када се наруши структура белог лука, ензим алиназа се ослобађа из вакуола 

и каталише транформацију алина у алицин [109]. Алицин, који је нестабилан, веома се 

брзо конвертује до великог броја сумпорних једињења, као што су диалил сулфид 

(енгл. diallyl sulfide, DAS), диалил дисулфид (енгл. diallyl disulfide, DADS) и диалил 

трисулфид (енгл. diallyl trisulfide, DATS) и других једињења као што је ајоен. 

Главни тиосулфинат црног лука је S-пропенилцистеин сулфоксид, позициони изомер 

алина. Крајњи продукт његовог разлагања је смеша у којој преовладавају пропил 

деривати, дипропил дисулфид (енгл. dipropyl disulfide, DPDS) и дипропил трисулфид 

(енгл. dipropyl trisulfide, DPTS) [110]. 

У белом и црном луку углавном могу да се детектују органосумпорна једињења која 

садрже до пет атома сумпора, док су сулфиди са шест или више атома сумпора 

присутни у веома малим, недетектабилним концентрацијама [111]. 
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Садржај ових једињења се мења током култивације и чувања биљака. Зависи и од 

порекла биљке, методе обраде, као и услова екстракције (температуре, времена и 

поларности растварача) [106][112][113].  

Научна истраживања ових биљака започињу у другој половини 19. века радом Луја 

Пастера који је први 1858. године показао антибактеријска својства белог лука [114]. 

Данас су многобројне студије потврдиле антибактеријска, антивирусна, антифунгална и 

антипаразитарна својства белог лука [115]. Бели лук је ефикасан против широког 

спектра грам-позитивних, грам-негативних и ацидо-алкохол-резистентних („acid-fast“) 

бактерија. Показано је антибактеријско дејство белог лука на врсте: Pseudoмonas, 

Proteus, Salмonella, Staphylococcus aureus, Mycobacteriuм [109], Escherichia coli [116], 

Klebsiella [117], Clostridiuм botulinuм [118] и Helicobacter pylori [119]. Антивирусно 

дејство белог лука је показано на хуманом риновирусу, цитомегаловирусу, херпес 

симплекс и инфлуенца вирусу. Бели лук је ефикасан у лечењу честих гљивичних 

инфекција изазваних Candida-ом albicans и Aspergillus flavus-ом. Показао је и 

обећавајуће ефекте као антипаразитарни агенс у лечењу болести које изазивају 

Cryptosporidiuм, Toxoplasмa, Giardia и Plasмodiuм species [120].  

Данас знамо да су за већину биолошких ефеката ових биљака заслужна органосумпорна 

једињења. Бројним студијама је потврђено да органосумпорна једињења имају широк 

спектар биолошких активности [121]: антимикробна [111], [115], антиканцерогена 

[122]–[127], антиоксидантна [128], кардиопротективна [129]–[132], антиагрегациона 

[133], хепатопротективна [134]. 

1.2.1. Познати ефекти органосумпорних једињења на 

функцију јетре 

 

Заштитни ефекти примене различитих формулација белог лука (свежи бели лук, уљани 

раствори, екстракти белог лука, изолованих или синтетисаних ОСЈ) показани су у 

различитим моделима обољења јетре. Бели лук ублажава оксидативни стрес изазван 

алкохолом [135]–[137] и различитим хемикалијама [138], превенира настанак масне 

јетре и цирозе јетре [139].  

 

Свеже припремљени хомогенат белог лука штити јетру од оштећења изазваног 

изониазидом и рифампицином [140]. Примена белог лука и DAS заштитила је јетру од 

акутног оштећења јетре изазваног ацетаминофеном и другим лековима [138], [141]–

[143] . Превентивна примена уљаног раствора белог лука [144], високе дозе DADS и 

DATS [145] спречиле су оштећење јетре изазвано хепатотоксинима, угљен 

тетрахлоридом као и галактозамином и доксорубицином [146]. DATS је умањио 

оштећење јетре изазвано тровањем арсеном [147]. Водени екстракт белог лука штити 

јетру од исхемијско/реперфузијског оштећења јетре [148] и настанка фиброзе [139]. 

У литератури је до сада забележено да екстракти белог лука као и ОСЈ белог лука 

наведене ефекте остварује модулацијом активности ензима и секреције цитокина, 

стимулацијом активације макрофага и фагоцитозе и способношћу блокирања 

слободних радикала [149], [150].  
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Органосумпорна једињења повећавају активност ензима II фазе (антиоксидативних 

ензима), важних за детоксикацију канцерогена: глутатион-S-трансферазе (енгл. 

glutathione S-transferases, GST) [151], [152], хинон редуктазе [153]–[155], каталазе [150], 

глутатион пероксидазе, супероксид дисмутазе [156] и епокси хидралазе [145], [147], 

[157]–[160]. Заштитни ефекат остварују и инхибирајући ензиме I фазе, као што је 

цитохром P450 (енгл. cytochroмes P450, CYP) фамилија ензима [143], [161], [162] који 

активирају многе хемијске карциногене. Пропил деривати за разлику од алил форми су 

показали значајно слабије претходно наведене активности или су били неактивни.  

 

Примена DAS, DADS и DATS повећала је активност и осталих детоксикујућих ензима, 

као што је никотинамид аденин динуклеотид фосфат [NAD(P)H]-зависна хинон 

оксидоредуктаза, кроз активацију nuclear factor E-related factor 2, Nrf2 чиме индукује 

ензиме који метаболишу ксенобиотике. DATS индукује интрацелуларну акумулацију 

ROS која може да активира Nrf2 кроз оксидацију остатака цистеина [163]. Nrf2 је 

главни регулатор ћелијског редокс баланса [164]. У условима оксидативног стреса, Nrf2 

се активира, транслоцира у једро и интерагује са antioxidant response eleмent, ARE чиме 

промовише експресију цитопротективних гена: антиоксидантних ензима и 

детоксикујућих ензима II фазе [165].  

1.2.2. Антиоксидативни ефекти органосумпорних 

једињења  

 

Различите компоненте белог лука, блокирањем егзогено генерисаних хидрокси 

радикала, способне су да знатно смање оксидативно оштећење јетре [166]. Са друге 

стране, ОСЈ могу да индукују настанак ROS у дозно зависном маниру у ћелијама 

канцера и овај ефекат је такођe приписан терапеутском дејству белог лука. Могуће је да 

ROS играју улогу преносиоца сигнала од ћелија тумора до ћелија имунског система 

подстичући тако одбрамбене механизме имунског система (имуномодулаторно дејство 

белог лука) [167]. 

 

Оксидативни стрес је и последица продукције NO који настаје у реакцији коју каталише 

индуцибилна NO синтетаза (енгл. inducible nitric oxide synthase, iNOS), iNOS. Показано 

је да DAS, DADS и DATS као и друга једињења која потичу од белог лука могу да 

смање продукцију NO и проинфламацијских цитокина у различитим типовима 

макрофага, леукемијским и макрофагима стимулисаним липополисахаридом (енгл. 

Lipopolysaccharide, LPS) [129], [168], [169]. Ова једињења спречавају експресију iNOS 

инхибирајући активацију МАР киназе (MAPK од енгл. Mitogen-Activated Protein Kinase) 

и транскрипционог фактора NF-κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated 

B cells) [163], [170] и тиме инхибирајући транскрипцију гена за проинфламацијске 

цитокине TNF-α, IL-6, IL-12 и IL-1β [171] али и антиинфламацијског IL-10 [163].  

Показано је да алицин, једна од активних компоненти белог лука и прекурсор алил 

сулфида, може да спречи оштећење јетре изазвано применом Con A код мишева, 

делујући имуномодулаторно на Т лимфоците и адхезионе молекуле као и инхибирајући 

активност NF-kB [172]. 
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Сви ови подаци, узети у обзир заједно, указују на корист различитих формулација 

белог лука у превенцији обољења јетре.  

Сви до сада споменути ефекти приписују се алил сулфидима, пре свега диалил 

дисулфиду и диалил трисулфиду јер се већина експерименталних студија фокусирала 

на њихове ефекте. О пропил сулфидима, засићеним дериватима алил сулфида, има 

веома мало података и још увек нису познати њихови терапијски ефекти. 

Познато је да се дипропил дисулфид примењен орално детектује у желуцу пацова где 

се трансформише у пропил меркаптан који доспева до јетре. У јетри се формирају 

метаболити пропил меркаптана: метилпропил сулфид, метилпропил сулфоксид и 

метилпропил сулфон [173]. Иако дат орално дипропил дисулфид не доспева у истој 

форми до јетре, показано је у in vitro систему да се дипропил дисулфид у цитосолу 

хепатоцита трансформише у пропил меркаптан, једињење које након оралне примене 

дипропил дислуфида настаје у желуцу и онда доспева до јетре [174]. 

Већ смо напоменули да су антиинфламацијски ефекти различитих органосумпорних 

једињења показани у културама макрофага стимулисаних липополисахарадом 

[171][169][163]. Међу њима једна студија је показала способност пропил дисулфида да 

инхибира продукцију проинфламацијских цитокина, IL-1β, TNF-α, IL-6, инактивацијом 

транскрипционог фактора NF-κB, а да регулацијом експресије индуцибилне NO 

синтетазе инхибира продукцију NO [129]. Антиоксиданту активност органосумпорна 

једињења, међу којима и дипропил дисулфид и дипропил сулфид, остварују 

повећавајући експресију ензима фазе II у јетри, UDP-glucuronyltransferase, gluthatione 

S-transferase и quinone reductase [157] [126] и инхибирајући eнзимску активност 

CYP2E1, CYP2A6, CYP1A1 изоформи цитохрома P450 (енгл. cytochroмe P450, CYP) 

[128], [175], [176].  

Број атома сумпора у молекулу органосулфида игра кључну улогу у биолошкој 

активности. Додатак једног атома сумпора значајно повећава јачину њихове 

антимикробне, антиоксидативне и антитуморске активности [128], [171], [177], [178] .  

На основу ових података можемо очекивати да органосумпорна једињења богатија 

атомима сумпора имају већи потенцијал eвентуалног терапијског дејства. 

У овој студији смо испитивали антиинфламацијске ефекте смеше дипропил 

полисулфида, који у својој структури имају од 2 до 11 атома сумпора, in vivo у моделу 

акутног хепатитиса изазваног конканавалином А. Ова смеша је синтетисана на 

Хемијском факултету Универзитета у Београду (лабораторија професорa Манојловића). 

Једињења са више од шест атома сумпора није могуће детектовати и изоловати из 

природног белог лука, али се очекује да испоље знатно јачу биолошку активност. 
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2. ЦИЉ РАДА 

Основни циљ истраживања је испитивање потенцијалног антиинфламацијског и 

хепатопротективног ефекта смеше дипропил полисулфида у моделу акутног хепатитиса 

мишева изазваног интравенском апликацијом конканавалина А. 

У складу са основним циљем постављени су и следећи експериментални задаци: 

1. Испитати утицај оралне примене смеше дипропил полисулфида на фенотип 

интрахепатичних Т лимфоцита и ћелија које презентују антигене. 

2. Проценом хистолошких и серумских параметара утврдити утицај претретмана 

смешом дипропил полисулфида на тежину хепатитиса изазваног 

конканавалином А. 

3. Анализирати утицај оралне примене смеше дипропил полисулфида пре 

апликације Con A на експресију про- и анти- оксидативних ензима у јетри. 

4. Испитати утицај претретмана смешом дипропил полисулфида на активацију 

ендотела и профил цитокина у јетри мишева са Con A хепатитисом.  

5. Анализирати утицај претретмана смешом дипропил полисулфида на састав и 

фенотипске карактеристике имунских ћелија које инфилтришу јетру мишева са 

Con A хепатитисом.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1. Синтеза смеше дипропил полисулфида (DPPS) 

Хемикалије коришћене за анализу течне хроматографије високих перформанси (енгл. 

high-performance liquid chromatography, HPLC) су ацетонитрил (чистоће > 99,9%, 

Sigma-Aldrich за HPLC), тетрaхидрофуран (чистоће > 99,9%, Sigma Aldrich за HPLC) и 

вода (HPLC Plus grade water, Sigma-Aldrich). Филтери за шприцеве (25mm, PTFE 

мембрана 0,45μm) су набављени од Agilent Technologies. 

Калијум полисулфид (p.a., Carl Roth) са благим вишком сумпора сипан је у фласк у ком 

се налазила пет пута већа запремина тетрахидрофурана (≥ 99,5%, за синтезу Carl Roth) 

у који је додата 2% v/v дестилована вода. Рефлуксиони кондензатор је стављен на 

фласк и реакциона смеша је рефлуксована 12 сати. Након тога, раствор је остављен да 

се хлади и у охлађен раствор је, кап по кап, додата једнака количина пропил бромида 

(99% Acros Organics) уз снажно мешање. Након мешања, реакциона смеша је поново 

рефлуксована 12 сати. Добијена смеша је смештена у левак за одвајање и органски слој 

је издвојен и испран три пута са 10% раствором натријум хлорида. Органски растварач 

је упарен и у фласку је остала смеша полисулфида. Дужина ланца сумпора зависи од 

времена рефлукса у првом кораку синтезе. 

3.2. Аналитички поступак 

Течна хроматографија високих перформанси са детекцијом низа фотодиода (енгл. 

photodiode array detection, DAD) изведена је употребом Thermo Ultimate 3000 RS на 

аналитичкој колони Supelcosil
TM

 LC-18-DB (150мм × 4,6mm, 3µm; Sigma-Aldrich) на 

37°C. Мобилна фаза састојала се од воде као компоненте А и 3% тетрахидрофурана/ 

97% ацетонитрила као компоненте B. Хроматографско испирање је спроведено при 

протоку од 1мL/мin у моду градијента: 0 - 10 минута од 30% до 70% B, 10 - 35 минута 

70% B, 35 - 40 минута од 70% до 30% B, 40 - 50 минута 30% B. Детектор је сетован на 

240nm. Инјекциона запремина била је 20µL. Анализа података извршена је помоћу 

софтвера Chromeleon, v6.8 (ThermoFisher Scientific, Бремен, Немачка). 

За препаративну HPLC коришћен је исти градијент елуента, као и за HPLC анализу, 

како би се раздвојила једињења која чине синтетисану смешу. Раздвајање једињења 

праћено је детектором DAD, а елуент са раздвојеним једињењима сакупљао се у 

одвојеним стакленим епруветама. Комбиновани раствори за свако од одвојених 

једињења су упарени до сува на воденом купатилу у керамичким посудама. Након 

испаравања, анализиране су добијене супстанце са бројем атома сумпора у својој 

структури већим од 7, помоћу Elementar Vario-EL III CHNS-O (Ханау, Немачка) 

анализатора. 
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Добијени резултати ових анализа су: једињење 8 (C 21,12%, H 4,06%, N 0%, S 74,82%), 

једињење 9 (C 19,18%, H 3,78%, N 0%, S 77,04%), једињење 10 (C 17,8%, H 3,41%, N 

0%, S 78,79%), једињење 11 (C 16,49%, H3,11 %, N 0%, S 80%). На основу ових 

резултата, који одговарају дипропил полисулфидима са 8, 9, 10 и 11 атома сумпора, 

може се закључити да смо успели да добијемо дипропил полисулфиде са једанаест 

атома сумпора. Полисулфиди са мањим бројем атома сумпора идентификовани су 

поређењем са уљаним раствором белог лука (Sigma Aldrich) коришћењем HPLC-DAD. 

3.3. Мишеви, индукција хепатитиса и третман смешом 

DPPS 

3.3.1. Смеша DPPS.  

За in vivo експерименте коришћен је 50% раствор смеше DPPS у маслиновом уљу због 

бољих органолептичких својстава у поређењу са чистим DPPS и потпуне 

растворљивости смеше у маслиновом уљу. Доза је изабрана према претходним 

извештајима о терапијском ефекту диалил дисулфида и диалил сулфида in vivo у 

моделу инфекције мишева метицилин резистентним сојем Staphylococcus aureus-а 

[179].  

3.3.2. Експерименталне животиње.  

У експериментима су коришћени мужјаци мишева соја C57BL/6, тежине око 18 ± 22g, 

старости 6 до 8 недеља. Мишеви су одгајани у Виваријуму Центра за молекулску 

медицину и истраживање матичних ћелија, Факултета медицинских наука, 

Универзитета у Крагујевцу. Све поступке на животињама одобрио је Етички комитет 

Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу и спровођени су у складу са 

смерницама Националног института за здравље и третман лабораторијских животиња. 

  

Укупно 269 животиња је насумично подељено у четири групе:  

1) нетретирани мишеви 

2) Con A: група у којој је мишевима интравенски апликован конканавалин А (Con 

A oд енгл. concanavalin A) у дози 12,5mg/kg растворен у 200µL физиолошког 

раствора 

3) DPPS: мишеви којима је орално апликовано 20µL раствора смеше дипропил 

полисулфида концентрације 50% 

4) DPPS + Con A: група у којој је мишевима 6 сати пре интравенске примене 

12,5mg/kg Con A орално апликовано 20µL 50% раствора смеше. 

 

 

Број група је варирао у зависности од експеримента.  
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 За анализу ефекта орално примењене смеше DPPS на фенотип ћелија имунског 

система у јетри, мишеви су подељени у две групе: 1. нетретирани и 2. третирани 

смешом DPPS, 8 мишева по групи.  

 За анализу серумских трансаминаза и хистолошке анализе, мишеви су подељени 

у четири групе: 1. нетретирани са 7 мишева у групи, док су групе 2. DPPS, 3. 

DPPS + Con А и 4. Con A имале по 28 мишева у групи. Свака од ове три групе је 

даље подељена у четири подгрупе за четири различита времена жртвовања. 

 За TUNEL анализу мишеви су подељени у четири групе: 1. нетретирани мишеви, 

2. DPPS, 3. DPPS + Con А и 4. Con А. У свакој групи је било по 6 мишева.  

 За PCR анализу 15 мишева је подељено у три групе: 1. DPPS, 2. DPPS + Con А и 

3. Con A.  

 За ELISA тестове мишеви су били подељени у четири групе: 1. нетретирани, 2. 

DPPS, 3. DPPS + Con A и 4. Con A са 14 мишева по групи, али је свака група 

даље подељена у две групе за два различита времена жртвовања.  

 За анализу мононуклеарних ћелија јетре, проточном цитометријом, мишеви су 

подељени у четири групе: 1. нетретирани, 2. третирани DPPS, 3. третирани DPPS 

и Con A и 4. Con A са 6 мишева по групи.  

 

Мишеви су жртвовани 2, 4, 6, 8, 12 и 24 сата након инјектовања Con A. Узимани 

су узорци крви и истовремено је сакупљана јетра. 

3.4. Одређивање концентрације трансаминаза у 

серуму  

Концентрације аспартат аминотрансферазе (енгл. aspartate aminotransferase, AST) 

измерени су 2, 4, 12 и 24 сата након инјектовања Con A спектрофотометријском 

методом, коришћењем аутоматизованог биохемијског анализатора (automated 

biochemistry analyzer) Olympus AU 400 (Olympus Diagnostica GMBH, Хамбург, 

Немачка) и реагенса Olympus AU, према упутствима произвођача, изражени у U/L. 

3.5. Хистологија јетре и TUNEL бојење 

Јетре су фиксиране 4% параформалдехидом и затим су направљени парафински калупи 

од којих су микротомом добијени исечци дебљине 5μm. Исечци су затим обојени 

хематоксилином и еозином (H&E) и анализирани под low-power светлосним 

микроскопом (BX51; Olympus) опремљеним дигиталном камером. 

Апоптоза хепатоцита одређена је бојењем исечака јетре TUNEL (енгл. terminal 

deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nickend labeling) методом. Парафински 

исечци обојени су помоћу Cell Death Detection Kit, POD (Roche) према упутствима 

произвођача. 3,3′-диаминобензидин, DAB је додат као супстрат за пероксидазу како би 

једра апоптотичних ћелија добила типичну браон боју. Исечци су затим обојени 

хематоксилином и фотомикрографисани дигиталном камером постављеном на 

светлосни микроскоп. TUNEL-позитивна једра (браон боје) квантификована су под 

увећањем ×400 у пет насумичних поља а подаци су изражени као средња вредност 

броја позитивних ћелија по видном пољу. 



 

23 
 

3.6. Мерење цитокина 

Након екстирпације, део јетре, тежине 100mg, хомогенизован је у 0,5mL PBS-а (енгл. 

Phosphate Buffered Saline). Добијени хомогенати су центрифугирани на 14000G, 10 

минута, на температури од 4°C, супернатанти су премештени у чисте епрувете за 

микроцентрифугу и чувани на −20°C. Концентрације цитокина у супернатантима јетре 

су одређени помоћу мишјих Duoset enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) китова 

за TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 и IL-17 (R&D Systeмs) према упутствима 

произвођача. 

3.7. Изолација мононуклеарних ћелија јетре и 

проточна цитометрија 

Изолација мононуклеарних ћелија из јетре је спроведена као што је раније описано 

[180]. Мононуклеарне ћелије изоловане из јетре су ресуспендоване у FACS пуферу 

(PBS са 5mM EDTA и 0,2% BSA) и инкубиране 30 минута на 4°C у присуству 

флуорохромом-конјугованих анти-мишјих CD4, CD8, CD69, CD25, FoxP3, F4/80, CD86, 

CD206, CD11c антитела или одговарајућих изотипских контрола.   

 

За унутарћелијско бојење, ћелије су инкубиране 4 сата на 37°C у присуству 50ng/ml 

форбол 12-миристат 13-ацетата (PMA) (Sigma-Aldrich), 1μg/ml јономицина (Sigma-

Aldrich) и Golgi Stop (BD Biosciences).  

 

Након инкубације са PMA и јономицином, ћелије су фиксиране и пермеабилизоване 

помоћу BD Cytofix/Cytoperm пуфера (BD Biosciences). Након фиксирања и 

пермеабилизације, ћелије су инкубиране са антимишјим антителима INF-γ, IL-17 и IL-

10. Изотипске контроле су коришћене за подешавање „гејтова“ (енгл. gates). Експресија 

површинских и унутарћелијских антигена је анализирана помоћу проточног цитометра 

FACSCalibur Flow Cytometer (BD Biosciences). Анализа очитаних резултата је урађена у 

програму FlowJo (Tree Star). 

 

3.8. Екстракција РНК и Real-Tiмe qRT-PCR 

Из ткива јетри мишева екстрахована је РНК коришћењем TRIzol-а (Invitrogen, 

Карлсбад, Калифорнија). Укупна РНК (~2μg) је уз помоћ реверзне транскриптазе 

преписана у комплементарну ДНК и то коришћењем RevertAid H Minus First Strand 

cDNA Synthesis Kit-а (Thermo Fisher Scientific). За qRT-PCR коришћен је Luminaris Color 

HiGreen qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific), специфични прајмери презентовани 

у Табели 1. и Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Хамбург, Немачка). Релативна 

експресија гена је израчуната помоћу формуле 2
−(Ct−Ctactin)

, где Ct представља праг 

циклуса испитиваног гена а Ctactin представља вредност прага циклуса „housekeeping“ 

гена (GAPDH). 
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Табела 1. Прајмери коришћени за Real-Tiмe qRT-PCR 

циљни ген секвенце 

ICAM-1 
forward 5′-CAATTTCTCATGCCGCACAG-3′, 

reverse 5′-AGCTGGAAGATCGAAAGTCCG-3′ 

VCAM-1 
forward 5′-TGAACCCAAACAGAGGCAGAGT-3′, 

reverse 5′-GGTATCCCATCACTTGAGCAGG-3′), 

PECAM-1 
forward 5′-CAAACAGAAACCCGTGGAGATG-3′, 

reverse 5′-ACCGTAATGGCTGTTGGCTTC-3′ 

P-селектин 
forward 5′-TCATCCCGGTGAAGCAATGT3′, 

reverse 5′-TGGAGAACGCAAGGACAGGTAT-3′ 

p47
phox

 
forward 5′-ATGACCTCAATGGCTTCACC-3′, 

reverse 5′-CTATCTGGAGCCCCTTGACA-3′ 

p67
phox

 
forward 5′-CTATCAGCTGGTTCCCACGA-3′, 

reverse 5′-GCAGTGGCCTACTTCCAGAG-3′ 

iNOS 
forward 5′-CGAAACGCTTCACTTCCAA-3′, 

reverse 5′-TGAGCCTATATTGCTGTGGCT-3′ 

SOD1 
forward 5′-AATGTGTCCATTGAAGATCGTGTGA-3′, 

reverse 5′-GCTTCCAGCATTTCCAGTCTTTGTA-3′ 

SOD2 
forward 5′-AGGGCCTGTCCCATGATGTC-3′, 

reverse 5′-AGAAACCCGTTTGCCTCTACTGAA-3′ 

SOD3 
forward 5′-GGGTCTGTCCTGTACTTCACCAGAG-3′, 

reverse 5′-CTGACATGGTCCAGGTGACAGAG-3′ 

GAPDH 
forward 5′-CATCACTGCCACCCAGAAGACTG-3′, 

reverse 5′-ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG-3′ 
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3.9. Статистичка анализа  

Подаци су представљени као средња вредност ± SD или средња вредност ± SEM. 

Статистичка значајност је одређена студентовим т-тестом независних узорака (енгл. 

independent sample Student t-test) и ANOVA, као и Ман Витнијевим тестом (енгл. Mann-

Whitney U-test) или Краскал Волисовим тестом (енгл. Kruskal-Wallis). Статистичка 

значајност је претпостаљена за p < 0,05. За статистичке анализе је коришћен програм 

SPSS 13.0. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

4.1. Орална примена смеше дипропил полисулфида 

стимулише у јетри активацију и регулаторни 

фенотип ћелија које презентују антиген  

Испитивана смеша у свом саставу садржи биолошки активна једињења белог, црног 

лука и других Allium врста, као што су дипропил дисулфид, дипропил трисулфид, 

дипропил тетрасулфид али и полисулфиде чија је концентрација у овим биљкама 

недетектабилна па их је немогуће изоловати. Ови полисулфиди имају већи број атома 

сумпора у својој структури, од 6 (дипропил хептасулфид) до 11 (дипропил 

ундекасулфид) (Слика 1).  

Слика 1 

 

Слика 1. Структурна формула дипропил полисулфида. Број атома сумпора у структури 

ових једињења може бити од 1 до 11, па је n= 0 – 5. (n= 0 дипропил моносулфид; n= 0,5 

дипропил дисулфид; n= 1 дипропил трисулфид; n= 1,5 дипропил тетрасулфид; n= 2 дипропил 

пентасулфид; n= 2,5 дипропил хексасулфид; n= 3 дипропил хептасулфид; n= 3,5 дипропил 

октасулфид; n= 4 дипропил нонасулфид; n= 4,5 дипропил декасулфид; n= 5 дипропил 

ундекасулфид) 

Однос количина ових полисулфида у смеши је различит. Као што можемо видети на 

Слици 2. највећи је проценат дипропил ундекасулфида (25,39%), затим дипропил 

хептасулфида (24,27%) и дипропил пентасулфида (20,99%). У умереној количини су 

присутни дипропил трисулфид (8,48%), дипропил тетрасулфид (4,26%), дипропил 

хексасулфид (5,11%), дипропил октасулфид (4,62%), дипропил нонасулфид (5,11%) а у 

минималној количини дипропил дисулфид (0,51%) и дипропил декасулфид (1,26%) 

(Слика 1). 
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Слика 2 

 

 

Слика 2. HPLC хроматограм различитих дипропил полисулфида у новосинтетисаној смеши. 

У до сада објављеној литератури нема пуно података о својствима као ни биолошким 

ефектима дипропил полисулфида.  

Познато је да се дипропил дисулфид брзо метаболише у јетри након оралне примене и 

да има веома малу биорасположивост, неизмењен не доспева у системску циркулацију 

[173]. Метаболити дипропил дисулфида, који у својој структури садрже сумпор, се 

такође и акумулирају у јетри [173]. Сви метаболити дипропил дисулфида су 

идентификовани и у јетрама пацова које су перфундоване овим једињењем [174]. На 

основу ових чињеница као и познатих имуномодулацијских својстава деривата свежег 

белог лука и екстраката „остарелог“ белог лука (енгл. aged garlic extract, AGE), 

продукта продужене екстракције свежег белог лука натопљеног у водени/етанолни 

раствор, (богатог органосумпорним једињењима) [181], најпре смо анализирали ефекте 

оралне примене смеше полисулфида на фенотип ћелија имунског система у јетри.  

Наше анализе су показале да смеша дипропил полисулфида не утиче на састав ћелија 

имунског система у јетри, већ утиче на њихов фенотип. Ефекат на промену фенотипа 

ћелија јетре уочљив је шест сати након што су мишеви третирани испитиваном смешом 

(Графикони 1, 2 и 3). Орална примена смеше дипропил полисулфида значајно је 

повећала проценат активираних CD69 позитивних CD4+ и CD8+ ћелија у јетри 

(Графикон 1). 
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Графикон 1  

 

 

Графикон 1. Проценат активираних CD69 позитивних CD8+ и CD4+ ћелија одређен проточном 

цитометријом мононуклеарних ћелија изолованих из јетри нетретираних мишева (n = 6) и јетри 

мишева третираних смешом DPPS и жртвованих 6 сати након оралне примене смеше (n = 6). 

Подаци су презентовани као средња вредност+SD (*p < 0,05; two tailed, unpaired Student’s t-test)  

 

 

  



 

29 
 

Такође, у јетри мишева третираних смешом дипропил полисулфида детектован је и 

већи проценат F4/80+ макрофага који експримирају маркере класичне (CD86), али и 

алтернативне (CD206) активације (Графикон 2). Детектован је и значајно већи проценат 

регулаторних, IL-10 позитивних, макрофага (Графикон 2).  

Графикон 2 

 

Графикон 2. Проценат F4/80+ макрофага који експримирају маркер класичне (CD86) и 

алтернативне активације (CD206) и антиинфламацијски цитокин IL-10, одређени анализом 

проточном цитометријом мононуклеарних ћелија изолованих из јетри нетретираних мишева (n 

= 6) и из јетри мишева третираних смешом DPPS и жртвованих након 6 сати (n = 6). Подаци су 

презентовани као средња вредност+SD (*p < 0,05; two tailed, unpaired Student’s t-test). 
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Примена смеше дипропил полисулфида утиче и на фенотип дендритских ћелија. 

Детектован је значајно већи проценат активираних (CD86 и CD206 позитивних) 

CD11c+ дендритских ћелија као и дендритских ћелија које експримирају IL-10 у 

јетрама третираних мишева (Графикон 3). 

Графикон 3 

 

 

Графикон 3. Проценат CD11+ дендритских ћелија које експримирају маркер класичне (CD86) 

и алтернативне активације (CD206) и антиинфламацијски цитокин IL-10, одређени анализом 

проточном цитометријом мононуклеарних ћелија изолованих из јетри нетретираних мишева 

(n= 6) и из јетри мишева третираних смешом DPPS и жртвованих након 6 сати (n= 6). Подаци 

су презентовани као средња вредност+SD (*p< 0,05; two tailed, unpaired Student’s t-test). 

  



 

31 
 

Стратегија гејтовања дупло позитивних CD11c+CD86+, CD11c+CD206+ и CD11c+IL-

10+ ћелија је приказана на Слици 3. 

Слика 3 

 

 

Слика 3. Стратегија гејтовања дупло позитивних CD11c+CD86+, CD11c+CD206+ и CD11c+IL-

10+ ћелија. 
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4.2. Претретман смешом дипропил полисулфида 

остварује хепатопротективне ефекте у Con A 

хепатитису 

Након што смо показали да орална примена смеше полисулфида индукује 

имуносупресивну средину у јетри, желели смо да испитамо потенцијални 

хепатопротективни ефекат ове смеше у акутном хепатитису изазваном Con A.  

Наша студије је показала да мишеви који су примили једну оралну дозу смеше DPPS, a 

којима је шест сати након тога и.в. апликован Con A, имају значајно мање оштећење 

јетре (Фигура 4; Слике 4 и 5). Јетре мишева третираних смешом DPPS имају само 

жаришта инфламације, 12 сати након примене Con A, што је видљиво на слици 3, док 

јетре мишева којима је апликован само Con A имају видљива значајна поља некрозе 

(Слика 4). Разлика између мишева третираних и нетретираних смешом DPPS, а којима 

је апликован Con A, је још видљивија 24 сата након инјектовања Con A (Слика 4). У 

јетрама мишева третираних смешом DPPS постоје жаришта инфламације и неколико 

малих жаришта некрозе, док је код нетретираних мишева могуће видети уједињена 

поља некрозе која обухватају већи део ткива јетре, 24 сата након инјектовања Con A 

(Слика 4). Није било оштећења ткива јетре у групи мишева третираних само смешом 

DPPS (Слика 4).  

Слика 4 

 

 

 

Слика 4. Превентивна примена смеше DPPS смањује оштећења јетре у акутном 

хепатитису изазваном Con A. Репрезентативни исечци јетре обојени стандардним 

патохистолошким бојењем (H&E) укалупљених парафином. 
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Као што је приказано на Графикону 4 примена само смеше DPPS није утицала на 

повећање концентрације ALT у серуму, али је зато анализом концентрације ALT у 

серуму мишева третираних овом смешом пре инјекције Con A потврђено значајно 

смањење оштећења јетре. Благо повећање концентрације ALT у серуму мишева код 

којих је примењена само смеша DPPS уочљива је 8 и 10 сати након третмана овом 

смешом, са враћањем на базални ниво након 18 сати (Графикон 4). Концентрација ALT 

у серуму је значајно мања у групи мишева третираних смешом DPPS у односу на 

нетретиране мишеве 4, 12 и 24 сата након инјектовања Con A (Графикон 4).  

Графикон 4 

 

 

 

 

Графикон 4. Претретман смешом DPPS значајно смањује концентрацију ALT у серуму. 

Концентрација аланин трансферазе одређена у серуму мишева 2, 4, 12 и 24 сата након 

инјектовања Con A (n = 7 у свакој групи) презентована као средња вредност+SD (∗∗p < 0,005; 

∗p < 0,05; two tailed, unpaired Student’s t-test). 

 

За детаљнију анализу ефеката смеше DPPS на оштећење јетре изазвано Con A, 

коришћен је TUNEL есеј. Као што је показано на Графикону 5, у јетрама мишева 

третираних смешом DPPS уочљив је мањи број TUNEL позитивних (браон једра) 

хепатоцита у односу на јетре нетретираних мишева, шест сати након инјектовања Con 

A. У јетрама мишева третираних само смешом DPPS није уочено повећање броја 

хепатоцита са кондензацијом једра (Графикон 5а). Превентивна примена смеше DPPS 

значајно (p<0,001) смањује број TUNEL позитивних хепатоцита у групи мишева 

третираних Con A (Графикон 5б). 
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Графикон 5 

 

Графикон 5. Смеша дипропил полисулфида супримира смрт хепатоцита изазвану 

интравенском применом Con A. а) репрезентативни исечци јетре обојени TUNEL методом 6 h 

након апликације Con A и б) квантитативна анализа броја апоптотичних хепатоцита: TUNEL- 

позитивна једра (браон) су избројена у пет насумичних поља и подаци су сумирани као средња 

вредност позитивних ћелија +SD (***p<0,005; ANOVA). 
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Како је смањена експресија индуцибилне азот оксид синтетазе (енгл. indicible Nitric 

Oxide Synthase, iNOS)[182] и комплекса NADPH оксидазе[183] (енгл. nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate, NADPH oxidase complex) услед примене 

органосумпорних једињења повезана са антиинфламацијским и заштитним ефектом на 

ткива, док је спречавање инфламацијског процеса повезано са повећаним присуством 

супероксид дисмутазе [184], анализирали смо експресију ових ензима у јетрама мишева 

третираних смешом DPPS. 

Експресија интрацелуларних антиоксидативних ензима SOD1 (p<0,01) и SOD2 (p<0,05) 

као и екстрацелуларног SOD3 (p<0,001) у ткиву јетре мишева превентивно третираних 

смешом DPPS је значајно већа у односу на експресију ових ензима у ткиву јетре 

мишева који су примили само Con А, 8 сати након инјектовања Con А (Графикон 6). 

Значајно већа (p<0,05) експресија (иРНК) ензима SOD1 и SOD2 детектована је у 

јетрама мишева третираних смешом DPPS а затим и Con A у односу на групу мишева 

која је третирана само Con A, док није пронађена повећана експресија ензима SOD3 

(Графикон 6). 
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Графикон 6 

 

Графикон 6. Претретман смешом DPPS значајно повећава експресију антиоксидативних 

ензима у јетри мишева са Con A хепатитисом. Експресија ензима SOD1, SOD2 и SOD3, ниво 

иРНК, у јетри одређена је квантитативном real-tiмe qRT-PCR методом, 8 сати након апликације 

Con A (n= 5). GPDH је коришћен као унутрашња контрола. Подаци су приказани као средња 

вредност+SE (∗∗∗p <0,001; ∗∗p <0,005; ∗p <0,05; Kruskal-Wallis test). 
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Након тога смо анализирали ефекат превентивне примене смеше DPPS на ниво иРНК 

неколико форми комплекса NADPH оксидазе, p27
phox

, p47
phox

, p65
phox

 и iNOS у ткиву 

јетре.  

Као што је показано на Графикону 7 превентивна примена смеше DPPS значајно је 

смањила експресију ензима комплекса NADPH оксидазе, p27
phox

, p47
phox

 и p65
phox

 у 

ткиву јетре. Овај ефекат на ензиме који учествују у фагоцитози анализиран је у јетрама 

8 сати након инјектовања Con A. Експресија iNOS је такође смањена у јетрама мишева 

који су превентивно примили смешу DPPS у односу на мишеве који су примили само 

Con A, међутим ова разлика није статистички значајна (Графикон 7). 

Графикон 7 

 

Графикон 7. Претретман смешом DPPS значајно смањује експресију оксидативних 

ензима у јетри мишева са Con A хепатитисом. Експресија p27
phox

, p47
phox

, p65
phox

 и iNOS, 

ниво иРНК у јетри одређена real-time qRT-PCR методом са GPDH као унутрашњом контролом, 

8 сати након апликације Con А (n= 5). Подаци су приказани као средња вредност+SE (∗∗∗p < 

0,001; ∗∗p <0,005; ∗p <0,05; Kruskal-Wallis test). 
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4.3. Смеша дипропил полисулфида делује 

антиинфламацијски у јетри мишева са Con A 

хепатитисом 

Познато је да повећана експресија адхезионих молекула има кључну улогу у 

инфламацијским процесима као и у хепатитису изазваном Con A [184]. Због тога смо 

анализирали експресију иРНК адхезионих молекула ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 и P-

селектина у јетрама мишева којима је превентивно апликована смеша DPPS пре 

апликације Con A, у групи мишева којима је апликован само Con A и у групи мишева 

који само примили дозу DPPS. Као што је показано на Графикону 8, ниво иРНК свих 

тестираних гена је значајно смањен превентивним третманом смеше DPPS. Осим тога, 

експресија ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 и P-селектина у јетрама мишева који су 

третирани најпре DPPS-ом а затим и Con A, није била већа у поређењу са експресијом 

иРНК ових молекула у јетрама мишева третираних само смешом DPPS (Графикон 8). 
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Графикон 8 

 

Графикон 8. Претретман смешом DPPS значајно смањује експресију адхезионих молекула 

у јетри мишева са Con A хепатитисом. Експресија иРНК ICAM1, VCAM1, PECAM1 и P 

селектина у јетрама одређена real-time qRT-PCR методом са GPDH као контролом, 8 сати након 

инјектовања Con A (n= 5) презентована као средња вредност+SE SE (∗∗∗p <0,001; ∗∗p <0,005; 

∗p <0,05; ANOVA test). 
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С обзиром на то да инјектовање Con A прати значајна продукција инфламацијских 

цитокина у јетри (5), испитали смо како примена смеше DPPS утиче на концентрацију 

(про)инфламацијских цитокина и антиинфламацијског цитокина IL-10 у хомогенатима 

ткива јетре. Ефекат на продукцију цитокина смо испитивали 6 и 12 сати након 

инјектовања Con A (Графикон 9). Примена смеше DPPS није утицала на продукцију IL-

6 у јетри (Графикон 9). Продукција IL-1β, IL-12 и IL-17 је значајно смањена у јетрама 

мишева превентивно третираних смешом DPPS. Забележили смо и значајну продукцију 

TNF-α у јетри, 12 сати након инјектовања Con A. Превентивна примена смеше DPPS 

значајно je редуковала продукцију овог цитокина (Графикон 9). Са друге стране, 

превентивна примена смеше DPPS значајно је повећала продукцију 

антиинфламацијског цитокина IL-10 у јетрама мишева третираних Con A (Графикон 9). 

IL-10 је важан за индукцију толеранције у Con A хепатитису [95]. Осим тога, примена 

само смеше DPPS значајно је повећала продукцију IL-10 у поређењу са групом 

нетретираних мишева (Графикон 9). 
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Графикон 9 

 

Графикон 9. Претретман смешом DPPS значајно смањује концентрацију инфламацијских 

цитокина у хомогенатима јетре мишева са Con A хепатитисом. Концентрације IL-1β, IL-6, 

IL-12, IL-17, TNF-α и IL-10 у хомогенатима ткива јетре 6 и 12 сати након апликације Con A 

одређене су ELISA методом и презентоване као средња вредност+SD (∗p <0,05; ANOVA test).  
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4.4. Смеша полисулфида повећава проценат 

регулаторних Т лимфоцита и смањује проценат 

ћелија које продукују IL-17 у јетри 

Примена Con A регрутује инфламацијске лимфоците у јетру, који посредством 

проинфламацијских цитокина изазивају оштећење хепатоцита [11]. Анализом 

мононуклеарних ћелија проточном цитометријом, aнализирали смо утицај дипропил 

полисулфида на процентуалну заступљеност CD4+ и CD8+ Т лимфоцита, ћелија које 

имају кључну улогу у патогенези Con A хепатитиса. 

На Графикону 10 се уочава да је проценат CD4+ Т лимфоцита статистички значајно 

мањи у јетри у групи мишева који су пре примене Con A примили и дипропил 

полисулфид у поређењу са групом мишева којима је апликован само Con A. Штавише, 

у групи мишева која је примила дипропил полисулфид пре Con A у јетри није уочен 

пораст процента CD4+ и Т лимфоцита у односу на групу нетретираних мишева 

(Графикон 10). Такође сама примена дипропил полисулфида не утиче на процентуалну 

заступљеност CD4+ и Т лимфоцита у јетри (Грфаикон 10). Проценат CD8+ Т 

лимфоцита је мањи у јетри мишева који су пре примене Con A примили и дипропил 

полисулфид у поређењу са групом мишева којима је апликован само Con A, али та 

разлика ниjе статистички значајна (Графикон 10). Значајно је повећан проценат CD8+ Т 

лимфоцита у јетри Con A мишева у поређењу са групом нетретираних мишева 

(Графикон 10). 

 

Графикон 10 

 

Графикон 10. Претретман смешом DPPS значајно смањује проценат CD4+ Т лимфоцита у 

јетри мишева са Con A хепатитисом. Приказан је проценат активираних CD3+CD4+ и 

CD3+CD8+ T лимфоцита одређених проточном цитометријом мононуклеарних ћелија 

изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n=6). Подаци су приказани као средња 

вредност+SD (∗∗∗p <0,001; ∗p <0,05; ANOVA est). 

 

 



 

43 
 

 

Испитали смо и ефекат примене смеше DPPS на профил инфламацијских ћелија у 

јетри. 

Као што је показано на Графикону 11 значајно је повећан проценат активираних 

лимфоцита у јетрама мишева третираних смешом DPPS, чак и 14 сати након третмана 

DPPS. Проценат активираних CD25+CD69+CD8+ ћелија је сличан у групи мишева 

третираних смешом DPPS, третираних смешом DPPS и Con A и третираних само Con 

A, док је проценат активираних CD25+CD69+CD4+ ћелија значајно већи у групи 

мишева третираних само Con A у поређењу са групом мишева којима је апликован 

дипропил полисулфид пре интравенске инјекције Con A (Графикон 11).  

Графикон 11 

 

Графикон 11. Претретман смешом DPPS значајно смањује проценат активираних CD4+ 

ћелија у јетри мишева са Con A хепатитисом. Приказан је проценат активираних 

CD25+CD69+ CD4+ и CD8+ ћелија одређених проточном цитометријом мононуклеарних ћелија 

изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n=6). Подаци су приказани као средња 

вредност+SD (∗∗∗p < 0,001; ∗p < 0,05; ANOVA test). 
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Такође, орална примена смеше дипропил полисулфида значајно смањује проценат 

наивних CD4+CD62L+ и CD8+CD62L+ ћелија у јетри мишева (Графикон 12). На 

Графикону 12 који приказује проценте наивних CD4+ и CD8+ ћелија уочава се „слика у 

огледалу“ Графикона 11. Проценти наивних CD4+ и CD8+ ћелија су слични у обе групе 

мишева које су примале дипропил полсисулфид и у групи мишева који су примали 

само Con A и значајно су мањи у поређењу са процентима наивних CD4+ и CD8+ 

ћелија у групи нетретираних мишева (Графикон 12). 

Графикон 12 

 

Графикон 12. Третман смешом DPPS значајно смањује проценат наивних CD4+ и CD8+ 

ћелија у јетри мишева. Приказан је проценат наивних CD4+CD62L+ и CD8+CD62L+ ћелија 

одређених проточном цитометријом мононуклеарних ћелија изолованих из јетри, 8 сати након 

апликације Con A (n=6). Подаци су приказани као средња вредност+SD (∗∗∗p < 0,001; ANOVA 

test). 
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Како је уочено да је у јетрама мишева са Con A хепатитисом који су претретирани 

смешом дипропил полисулфида већа заступљеност активираних CD4+ и CD8+ ћелија, 

ћелија које играју значајну улогу у патогенези ове експерименталне болести, даље је 

анализиран фенотип ових ћелија. Даље је показано да је примена смеше DPPS значајно 

повећала проценат регулаторних CD4+CD25+FoxP3+ и CD8+CD25+FoxP3+ ћелија у 

јетри (Графикон 13). Проценат регулаторних лимфоцита је значајно већи у јетрама 

мишева који су превентивно третирани смешом DPPS у поређењу са групом мишева 

третираних само Con A (Графикон 13). Није уочена значајна разлика у проценту 

регулаторних лимфоцита у јетри међу групама мишева третираних само смешом DPPS 

и групе мишева третираних смешом DPPS а затим и Con A (Графикон 13).  

Графикон 13 

 

 

Графикон 13. Третман смешом DPPS значајно повећава проценат регулаторних CD4+ и 

CD8+ ћелија у јетри мишева са Con A хепатитисом. Приказан је проценат регулаторних 

CD25+FoxP3+CD4+ и CD25+FoxP3+CD8+ ћелија одређених проточном цитометријом 

мононуклеарних ћелија изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n= 6). Подаци су 

приказани као средња вредност+SD (∗p < 0,05; ANOVA test). 
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Даљом анализом је показана статистички значајно већа експресија FoxP3 молекула 

(изражена као MFI, mean fluorescence intensity) у популацији CD4+CD25+ и 

CD8+CD25+ ћелија у јетри у групама мишева који су третирани смешом дипропил 

полисулфида (и група DPPS и група DPPS+Con A) у поређењу са нетретираним и 

мишевима са Con A хепатитисом (Графикон 14). Међу групама DPPS и DPPS+Con A 

нема статистички значајне разлике у експресији FoxP3 молекула у обе испитиване 

популације ћелија, CD4+CD25+ и CD8+CD25+ (Графикон 14). Дакле, смеша дипропил 

полисулфида примењена орално не само да повећава проценат регулаторних ћелија у 

јетри (Графикон 13), него повећава и експресију транскрипционог фактора FoxP3 у 

регулаторним ћелијама и тако појачава супресивне функције регулаторних ћелија [185]. 

Графикон 14 

 

Графикон 14. Третман смешом DPPS значајно повећава експресију FoxP3 у регулаторним 

ћелијама у јетри мишева. Приказана је експресија FoxP3, изражена као MFI, mean fluorescence 

intensity у популацији CD4+CD25+ и CD8+CD25+ ћелија одређених проточном цитометријом 

мононуклеарних ћелија изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n= 6). Подаци су 

приказани као средња вредност+SD (∗p < 0,05; ANOVA test). 
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Превентивна примена смеше DPPS значајно је смањила проценат CD4+ и CD8+ ћелија 

које експримирају IL-17 (Графикон 15а), док је повећала проценат INF-γ позитивних 

CD4+ и CD8+ ћелија (Графикон 15б) у јетри, 8 сати након инјектовања Con A. 

Графикон 15 

 

Графикон 15. Претретман смешом DPPS значајно смањује проценат инфламацијских 

CD4+ и CD8+ ћелија у јетри мишева са Con A хепатитисом. Проценат активираних IL-17+ 

(а) и INF-γ+ (б) CD4+ и CD8+ ћелија одређених проточном цитометријом мононуклеарних 

ћелија изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n= 6). Подаци су приказани као 

мean+SD (∗∗p < 0,005; ∗p < 0,05; ANOVA test). 
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Експресија инфламацијских цитокина IFN-γ и IL-17 у оквиру CD4+ и CD8+ популација 

ћелија у јетри је такође смањена у групи мишева третираних смешом дипропил 

полисулфида пре инјекције Con A (Слика 5). 

Слика 5 

 

Слика 5. Експресија инфламацијских цитокина у популацији CD4+ и CD8+ ћелија 

смањена је у јетрама мишева третираних дипропил полисулфидом. Репрезентативни 

хистограми приказују експресију инфламацијских цитокина IFN-γ и IL17+ у оквиру популација 

CD4+ CD8+ ћелија. 

Као што је наведено у уводу, у патогенези Con A хепатитиса одређену улогу играју и 

NK, а нарочито NKT ћелије, па је даље анализирано да ли смеша дипропил 

полисулфида примењена пре апликације Con A делује и на заступљеност и 

карактеристике ових ћелија у јетри. Резултати овог истраживања указују да смеша 

DPPS не утиче на процентуалну заступљеност NK и NKT ћелија у јетри (Графикон 16). 

Проценат и NK и NKT ћелија је значајно већи и у јетрама мишева третираних само 

конканавалином А и у групи мишева који су пре инјекције Con A третирани смешом 

дипропил полисулфида у поређењу са групом нетретираних мишева (Графикон 16). 

Проценат NK ћелија у јетри мањи је у групи DPPS+Con A у поређењу са групом Con A, 

али та разлика није статистички значајна. 
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Графикон 16 

 

Графикон 16. Претретман смешом DPPS не мења проценат NK и NKT ћелија у јетри 

мишева са Con A хепатитисом. Проценат NK и NKT ћелија одређен проточном цитометријом 

мононуклеарних ћелија изолованих из јетри, 8 сати након апликације Con A (n= 6). Подаци су 

приказани као мean+SD (∗p < 0,05; ANOVA test). 

Даљом анализом фенотипа интрахепатичних NK и NKT ћелија није уочена значајна 

разлика у проценту ових ћелија које експримирају IFN-γ међу претходно наведеним 

групама мишева (Графикон 17). 

Графикон 17 

 

Графикон 17. Претретман смешом DPPS не мења проценат инфламацијских NK и NKT 

ћелија у јетри мишева са Con A хепатитисом. Проценат IFN-γ позитивних NK и NKT ћелија 

одређен проточном цитометријом мононуклеарних ћелија изолованих из јетри, 8 сати након 

апликације Con A (n= 6). Подаци су приказани као мean+SD. 
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5. ДИСКУСИЈА 

У досадашњим студијама показани су хепатопротективни ефекти различитих 

органосумпорних једињења, као и различитих форми екстраката биљака из рода Allium 

које су богате органосумпорним једињењима, у различитим моделима оштећења јетре, 

токсинима, хемијским супстанцама, цитостатицима, исхемијско/реперфузионим 

повредама. У овим студијама испитивана су различита ОСЈ, најчешће различите форме 

алил сулфида, али података о могућим протективним ефектима пропил сулфида у 

обољењима јетре нема. Позната је антиоксидантна активност ОСЈ [126], [128], [157], 

[175], [176] а показана је и антиинфламацијска активност пропил сулфида у култури 

макрофага [129]. 

Како је познато да број атома сумпора у молекулу ОСЈ утиче на биолошку активност и 

да повећање броја атома сумпора значајно повећава јачину активности [128], [171], 

[177], [178], наш циљ је био да по први пут испитамо ефекте новосинтетисане смеше 

дипропил полисулфида [34] у моделу фулминантног хепатитиса који се развија код 

мишева након интравенске инјекције Con A и у чијој основи су имунски механизми.  

5.1. Превентивна примена дипропил полисулфида 

смањује експресију адхезионих молекула у јетри 

мишева са Con A хепатитисом 

Наши резултати показују да превентивна примена смеше DPPS, 6 сати пре инјекције 

Con A, значајно смањује ниво ALT-а у серуму, инхибира смрт хепатоцита и значајно 

смањује оштећење јетре. Превентивна примена смеше DPPS значајно смањује ниво 

иРНК адхезионих молекула као што су ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 и P-селектина, као 

и концентрацију инфламацијских цитокина у хомогенатима јетре, а повећава 

концентрацију антиинфламацијског IL-10 у јетри. Резултати указују и на то да смеша 

DPPS у јетри повећава проценат активираних лимфоцита чији је фенoтип регулаторни, 

док снижава проценат инфламацијских CD4+ и CD8+ ћелија. Испитивана смеша такође 

смањује експресију ензимског комлекса NADPH оксидазе и повећава експресију SOD 

ензима у јетри. Овакви резултати указују на то да смеша дипропил полисулфида има 

протективни ефекат у хепатитису изазваном Con A (Схема 6). 

Интравенска администрација Con A, митогена Т лимфоцита, снажно стимулише 

инфлукс лимфоцита у јетру мишева, што за последицу има масивну некрозу јетре [35]. 

Овако настали хепатитис је мишји модел акутног или фулминантног оштећења јетре 

посредованог ћелијама имунског система [1, 2]. Експресија адхезионих молекула је 

рани догађај у инфламацијској каскади која промовише атракцију, адхеренцију и 

субендотелну миграцију мононуклеара. Адхезиони молекули имају важну улогу у 

развоју инфламацијског и имунског одговора у јетри мишева након апликације Con A. 

Студије на ICAM-1 нокаут мишевима показале су да ICAM-1 учествује у патогенези 

Con A хепатитиса и то тако што регулише инфилтрацију јетре леукоцитима и даљу 
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продукцију цитокина [36]. Сличан резултат је показан и за P-селектин, јер мишеви са 

дефицијенцијом P-селектина развијају значајно блажи облик Con A хепатитиса [37]. 

Експресија VCAM-1 је значајно повећана код мишева који развијају хепатитис након 

инјектовања Con A [38], док је улога PECAM-1 у трансмиграцији леукоцита током 

инфламације јетре добро позната [39].  

У овој студији показали смо да смеша различитих DPPS значајно смањује експресију 

ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 и P-селектина на нивоу иРНК (Графикон 8). Наши 

резултати су у складу са другим студијама које показују да је смањена експресија 

адхезионих молекула у јетрама мишева третираних различитим супстанцама које 

ублажавају оштећење јетре изазвано Con A [40-42].  

Наши резултати су такође у складу са резулатима студије у којој је испитиван 

имуномодулацијски ефекат алицина, органосумпорног једињења које се налази у белом 

луку, у којој је показано да алицин смањује оштећење јетре изазвано Con A, а да је то 

праћено инхибицијом адхезије Т лимфоцита за екстрацелуларни матрикс и ендотелне 

ћелије и смањењем експресије адхезионих молекула ICAM-1 и VCAM-1 у јетри [172]. 

Такође, у складу са нашим резултатима је налаз студије Hobauer-а и сарадника који су 

показали да екстракт белог лука инхибира миграцију леукоцита кроз слој ендотелних 

ћелија in vitro [186]. Показано је и да орално примењен уљани раствор белог лука 

спречава интестинално оштећење изазвано ендотоксином и то тако што супримира 

експресију ICAM-1 у инфламацијским лезијама што за последицу има смањену 

активацију и инфлукс неутрофила у запаљенско подручје [187]. 

5.2. Превентивна примена дипропил полисулфида 

смањује концентрацију инфламацијских 

цитокина у јетри мишева са Con A хепатитисом 

У складу са смањеном експресијом адхезионих молекула у јетрама мишева третираних 

смешом дипропил полисулфида пре примене Con A, у хомогенатима јетре ових мишева 

детектована је и смањена концентрација инфламацијских цитокина IL-1β, TNF-α, IL-12 

и IL-17 (Графикон 9). Оштећење јетре изазвано Con A је повезано са ослобађањем 

великих количина проинфламацијских цитокина који изазивају оштећење хепатоцита, 

њихову апоптозу и некрозу [43-46]. Међу овим цитокинима, TNF-α и IL-1β могу бити 

кључни медијатори у развоју хепатитиса изазваног Con A. Показано је да су TNF-α 

дефицијентни мишеви [4] као и мишеви код којих недостаје ген који кодира NLRP3 и 

каспазу-1, а који последично не продукују IL-1β [43] скоро потпуно заштићени од 

оштећења јетре узрокованог интравенском применом Con A. Претходна студија 

показује да органосумпорно једињење белог лука, алицин, смањује продукцију TNF-α и 

експресију адхезионих молекула у хепатитису изазваног Con A и на тај начин умањује 

оштећење јетре [47]. Наши резултати су у складу са претходним студијама, јер 

превентивна примена смеше DPPS значајно смањује концентрацију TNF-α и IL-1β у 

јетрама мишева третираних Con A (Графикон 9), експресију адхезионих молекула 

(Графикон 8) и на тај начин смањује оштећење јетре (Слика 4, Графикони 4 и 5).  

 



 

52 
 

5.3. Смеша дипропил полисулфида смањује 

експресију оксидативних, а повећава екпресију 

антиоксидативних ензима у јетри мишева са Con 

A хепатитисом 

Купферове ћелије, неутрофили и хепатоцити у хепатитису индукованом Con A 

продукују супероксид, молекул који промовише продукцију инфламацијских цитокина 

и апоптозу хепатоцита [188]. Главни извор реактивних врста кисеоника су реакције 

посредоване комплексом ензима NADPH оксидазе, који се састоји од најмање шест 

субјединица, мембранских gp91
phox

 и p22
phox

 хомодимера и цитоплазматских p40
phox

, 

p47
phox

 и p67
phox

 [69]. SOD је ензим који има улогу scavenger-a (скупљача) 

супероксидних анјона, та тако игра главну улогу у одржавању баланса између 

оксидације и антиоксидације (инхибиције оксидације) и заштите ћелија од оштећења.  

У до сада објављеним студијама је показано да органосумпорна једињења DATS, DADS 

и DAS индукују експресију антиоксидативних ензима (ензима II фазе) heмe oxygenase-1 

(HO-1) и NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1 (NQO1) у хуманим епителним ћелијама 

црева [189] као и у хуманим ћелијамa хепатома, HepG2, и то нарочито DATS, а да те 

ефекте остварују активацијом ARE (енгл. Antioxidant Response Eleмent) и акумулацијом 

протеина Nrf2 (енгл. Nuclear Erythroid 2-related Factor 2) [190]. Показано је и да 

антиоксидативни потенцијал ОСЈ зависи од броја атома сумпорa, да је већи што је број 

атома сумпора у једињењу већи (DATS > DADS > DAS) [189]. Иако је ефекат алил 

сулфида на NQO1 потврђен у више студија, исти ефекат није показан за њихове 

засићене деривате, пропил сулфиде, DPDS и DPS [155]. Liu и сарадници су такође 

показали да DADS и DATS супримирају експресију ензима iNOS и на нивоу протеина, 

и на нивоу иРНК као и продукцију NO, након стимулације макрофага 

липополисахаридом, највероватније инхибирајући активацију NF-κB [191] [192]. 

Уљани раствор белог лука, DATS, ајоен и алицин директно активирају флукс Ca
2+ 

у 

неутрофиле и инхибирају спонтану и стимулисану продукцију реактивних једињења 

кисеоника у неутрофилима [193]. 

Показана је и значајна способност DPDS да скупља реактивна једињења кисеоника у 

HL-60 и HepG2 ћелијама и да тако супримира апоптозу ових ћелија [194]. 

У овој студији смо показали да превентивна примена смеше DPPS значајно повећава 

експресију антиоксидантних SOD1, SOD2 и SOD3 протеина (Графикон 6) а значајно 

смањује експресију p22
phox

, p47
phox

 и p67
phox

 протеина (Графикон 7) у јетри мишева 

третираних Con A. Ови резултати су у складу и са раније објављеним подацима да су 

заштитни ефекти S-алилцистеина посредовани повећаном експресијом SOD али и 

смањеном експресијом NADPH оксидазе p22
phox

 и gp91
phox

 [50]. Такође, 

хепатопротективни ефекат сумпорног једињења, алицина, у експерименталном моделу 

оштећења јетре код риба, посредован је повећањем активности SOD [51]. Ова открића 

као и резултат да смеша DPPS смањује експресију проинфламацијских цитокина 

(Графикон 9) потврђују хепатопротективни ефекат оралне примене смеше DPPS у 

моделу оштећења јетре мишева изазваном Con A (Графикони 4 и 5, Слика 4).  
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5.4. Смеша дипропил полисулфида повећава проценат 

регулаторних Т лимфоцита а смањује проценат 

Th17 ћелија у јетри мишева са Con A хепатитисом 

Регулаторни Т лимфоцити супримирају инфламацију, регулишу активност имунског 

система и доприносе ублажавању болести посредованих имунским системом [52]. 

Показано је да адоптивни трансфер Т регулаторних лимфоцита значајно смањује 

оштећење јетре у хепатитису изазваном Con A модулишући баланс Treg и Th17 

лимфоцита [98]. Имуносупресивни цитокин IL-10 је кључан у изазивању толеранције у 

Con A хепатитису, а продукују га CD4+CD25+ Treg и Купферове ћелије [95]. Tregs 

контролишу аутореактивне Т лимфоците in vivo, а њихова дисфунција или смањење 

броја повезани су са развојем различитих аутоимунских болести код животиња и људи. 

Показано је да су Tregs заједно са Kупферовим ћелијама есенцијални извор IL-10 који 

је одговоран за индукцију толеранције у Con A хепатитису [95]. Претретман 

конканавалином А у циљу индукције толеранције у јетри повезан је са, пре 

квалитативном него квантитативном променом T регулаторних лимфоцита који 

продукују веће количине антиинфламацијског цитокина [95]. 

Превентивна примена смеше дипропил полисулфида значајно повећава проценат 

FoxP3+ регулаторних CD4+ и CD8+ лимфоцита у јетрама мишева којима је индукован 

Con A (Графикон 11) повећава проценат активираних CD69+CD25+ T лимфоцита 

(Графикон 10), и смањује проценат инфламацијских IL-17+ и INF-γ+ T лимфоцита 

(Графикон 12). Значајан налаз је и повећање експресије транскрипционог фактора 

FoxP3 у CD4+CD25+ и CD8+CD25+ ћелијама (Графикон 14). Како примена смеше 

DPPS повећава проценат Tregs лимфоцита, а смањује прoценат инфламацијских Т 

лимфоцита у јетри, можемо претпоставити да ова смеша остварује заштитни ефекат и 

променом имунског одговора у јетри. У складу са повећаним процентом регулаторних 

Т лимфоцита у јетрама мишева третираних смешом DPPS као и мишева третираних 

смешом DPPS и Con A, већи је и проценат F4/80+ макрофага (Графикон 2) и CD11c+ 

дендритских ћелија који експримирају IL-10 у јетрама мишева третираних смешом 

DPPS (Графикон 3) и већа је концентрација протеина IL-10 у ткиву јетре (Графикон 9), 

с обзиром да је познато да IL-10 индукује регулаторни фенотип Т лимфоцита [54]. 

Постоје и студије које показују супротан ефекат различитих органосумпорних 

једињења на продукцију IL-10 [55]. Ипак, примена екстракта белог лука значајно 

повећава продукцију IL-10, а смањује продукцију TNF-α у ћелијама плаценте које су 

претходно стимулисане LPS-ом [56]. На основу ових резултата можемо закључити да 

заштитни ефекат смеше DPPS у хепатитису изазваном Con A може бити приписан 

промени Treg/Th17 баланса у корист Tregs. 

У складу са нашим резултатима су и резултати студије у којој је показано да уљани 

раствор белог лука инхибира инфламацијски процес код мишева који су на дијети са 

високим садржајем масти, повећавањем активације регулаторних Т лимфоцита и 

продукције антиинфламацијских цитокина IL-10 и TGF-β [195] и смањењем продукције 

проинфламацијских цитокина INF-γ и TNF-α [196]. 

Коначно, резултати ове студије показују да смеша дипропил полисулфида значајно 

смањује акутно инфламацијско оштећење јетре изазвано интравенском применом Con 

A. Протективни ефекат смеше дипропил полисулфида удружен је са атенуацијом смрти 

хепатоцита, смањењем продукције инфламацијских медијатора и регрутовања 
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леукоцита у јетру, променом баланса између про- и aнти- оксидативних ензима у 

корист антиоксидативних и стимулацијом Т регулаторних ћелија у јетри (Схема 6).  

Ови резултати указују да би синтетисана смеша дипропил полисулфида могла да буде 

потенцијални терапеутик са хепатопротективним дејством у акутним инфламацијским 

болестима јетре и указују на потребу даљег испитивања ове смеше. 

Схема 6. 

 

Схема 6. Хепатопротективни ефекат смеше дипропил полисулфида у Con A хепатитису. 

Con A се након интравенске инјекције акумулира у јетри, селективно се везује за ендотелне 

ћелије синусоида, зауставља Т лимфоците присутне у циркулацији, изазива њихово котрљање 

по ендотелу, а унакрсним повезивањем Т ћелијских рецептора Т лимфоцита индукује 

активацију ових ћелија. Con A се везује и за MHC II молекуле Купферових ћелија и омогућава 

успостављање контакта Т лимфоцита и Купферових ћелија и активацију Т лимфоцита, без 

обзира на антигенску специфичност TCR-a, али и активацију Купферових ћелија. Активиране 

Купферове ћелије продукују инфламацијске цитокине, од којих је најважнији TNF-α, који даље 

подстиче активацију Т лимфоцита који продукују INF-γ који повратно додатно активира 
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Купферове ћелије. Цитокини које продукују ова два типа ћелија, на првом месту TNF-α, 

активирају ендотел синусоида јетре, тј. индукују експресију адхезивних молекула на 

ендотелним ћелијама. Активирани ендотел даље омогућава  додатни улазак у субендотелни 

простор поликлонски активираних CD4+ и CD8+ Т лимфоцита и осталих ћелија имунског 

система, које директним или индиректним механизмима учествују у процесима оштећења 

хепатоцита и развоју хепатитиса (слика лево). Орална примена DPPS индукује регулаторни 

фенотип ћелија које презентују антигене (и Купферових ћелија) у јетри, које продукују 

антиинфламацијски IL-10 и које након апликације Con A индукују регулаторни фенотип у 

активираним Т лимфоцитима. Регулаторни лимфоцити продукују мање инфламацијских 

цитокина а више IL-10, па изостаје и повратна активација Купферових ћелија цотокинима 

инфламацијских Т лимфоцита. Због мање продукције инфламацијских цитокина (TNF-α) 

смањена је и активација ендотела синусоида што смањује инфлукс ћелија имунског система у 

јетру које учествују у оштећењу хепатоцита. Коначни резултат примене DPPS пре интравенске 

инјекције Con A, је значајно мање оштећење паренхима јетре (слика десно). 
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6.  ЗАКЉУЧЦИ 

Претретман смешом дипропил полисулфида смањује оштећење јетре C57BL/6 мишева 

изазвано интравенском инјекцијом Con A. Орална примена смеше дипропил 

полисулфида пре индукције Con A хепатитиса значајно смањује смрт хепатоцита, 

оштећење паренхима јетре и концентрацију аланин трансферазе у серуму. Терапијски 

ефекат претретмана смешом дипропил полисулфида у Con A хепатитису остварен је: 

индукцијом регулаторног фенотипа ћелија које презентују антигене у ткиву јетре; 

инхибицијом активације ендотела у јетри, што за последицу има смањење инфламације, 

а што се огледа у смањеној концентрацији инфламацијских цитокина и смањеним 

процентом инфламацијских CD4+ и CD8+ ћелија у ткиву јетре; смањењем експресије 

про- и повећањем експресије анти- оксидативних ензима чиме се постиже 

хепатопротективни ефекат. 

Закључци проистичу из наведених експерименталних налаза: 

1. Претретман смешом дипропил полисулфида повећава проценат активираних и 

регулаторних макрофага и дендритских ћелија у јетри. 

2. Претретман смешом дипропил полисулфида значајно смањује хистолошке и 

серумске параметре оштећења јетре изазвано интравенском применом Con A. 

3. Смеша дипропил полисулфида значајно смањује експресију (ниво иРНК) 

молекула ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 и P-селектина у ткиву јетре мишева са 

Con A хепатитисом, што указује на супресију активације ендотела у јетри. 

4. Смеша дипропил полисулфида значајно смањује концентрацију инфламацијских 

цитокина TNF-α, IL-1β, IL-12 и IL-17, а повећава концентрацију 

антиинфламацијског IL-10 у ткиву јетре мишева са Con A хепатитисом. 

5. Претреман смешом дипропил полисулфида смањује експресију p22
phox

, p47
phox

 и 

p67
phox

, а повећава експресију SOD1, SOD2 и SOD3 ензима што указује на 

хепатопротективни ефекат ове смеше. 

6. Смеша дипропил полисулфида у јетри мишева са Con A хепатитисом повећава 

проценат регулаторних, а смањује проценат CD4+ и CD8+ ћелија које 

експримирају IL-17. 
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Образац 1 

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ОРИГИНАЛНОСТИ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

Ја, Драгана Арсенијевић, изјављујем да докторска 

 

дисертација под насловом: 

 

Aнтиинфламацијска активност смеше дипропил полисулфида у 

експерименталном моделу акутног хепатитиса 

 

која је одбрањена на Факултету медицинских наука  

Универзитета у Крагујевцу представља оригинално ауторско дело настало као 

резултат сопственог истраживачког рада. 

Овом Изјавом такође потврђујем: 

да сам једини аутор наведене докторске дисертације, 

да у наведеној докторској дисертацији нисам извршио/ла повреду ауторског нити 

другог права интелектуалне својине других лица, 

да умножени примерак докторске дисертације у штампаној и електронској форми у 

чијем се прилогу налази ова Изјава садржи докторску дисертацију истоветну 

одбрањеној докторској дисертацији. 

 

У Крагујевцу, маја 2021. године, 

 

 

____________________________ 

потпис аутора 
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Образац 2 

 

ИЗЈАВА АУТОРА О ИСКОРИШЋАВАЊУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 

 

Ја, Драгана Арсенијевић, 

 

 

дозвољавам 

 

 

не дозвољавам 

Универзитетској библиотеци у Крагујевцу да начини два трајна умножена примерка у 

електронској форми докторске дисертације под насловом: 

Aнтиинфламацијска активност смеше дипропил полисулфида у 

експерименталном моделу акутног хепатитиса 

 

која је одбрањена на Факултету медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу, и то у целини, као и да по један примерак тако умножене 

докторске дисертације учини трајно доступним јавности путем дигиталног 

репозиторијума Универзитета у Крагујевцу и централног репозиторијума надлежног 

министарства, тако да припадници јавности могу начинити трајне умножене примерке 

у електронској форми наведене докторске дисертације путем преузимања. 

Овом Изјавом такође 

 

 

дозвољавам 

 

не дозвољавам
1
 

 

1 Уколико аутор изабере да не дозволи припадницима јавности да тако доступну 

докторску дисертацију користе под условима утврђеним једном од Creative Coммons 

лиценци, то не искључује право припадника јавности да наведену докторску 

дисертацију користе у складу са одредбама Закона о ауторском и сродним правима.
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припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију користе под условима 

утврђеним једном од следећих Creative Coммons лиценци: 

 

1) Ауторство 

 

2) Ауторство - делити под истим условима 

 

3) Ауторство - без прерада 

 

4) Ауторство - некомерцијално 

 

5) Ауторство - некомерцијално - делити под истим условима 

 

6) Ауторство - некомерцијално - без прерада
2
 

 

 

 

 

 

 

У Крагујевцу, маја 2021. године, 

 

 

 

 

 

 

         ____________________________ 

потпис ауторa 

 

2
 Молимо ауторе који су изабрали да дозволе припадницима јавности да тако доступну 

докторску дисертацију користе под условима утврђеним једном од Creative Coммons 

лиценци да заокруже једну од понуђених лиценци. Детаљан садржај наведених 

лиценци доступан је на: http://creativecoммons.org.rs/ 

http://creativecommons.org.rs/

