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1.1.  PANKREAS 

 

1.1.1. Anatomija i morfologija pankreasa 

 
Pankreas (Sl. 1) je žlezda sa egzokrinom i endokrinom funkcijom koja anatomski i funkcionalno 

pripada digestivnom traktu. Sastoji se od egzokrinog i endokrinog tkiva, a sadrži i izvodne 

kanale (Collombat i sar., 2006). Kod sisara, pankreas je endodermalnog porekla i nastaje od 

embrionalnog prednjeg creva i kod adultnih sisara se nalazi u peritoneumu abdomena, iza želuca 

(Schoenwolf, 2014). Za ovaj organ je karakteristično da nema jasno diferencirane anatomske 

delove, međutim, prema specifičnom rasporedu vaskulature, pankreas može da se podeli na 

glavu, telo i rep (Collombat i sar., 2006). Glava leži u duodenalnoj krivini creva, dok se rep 

pankreasa nalazi u neposrednoj blizini slezine (Anđelković i sar., 2001). Embrionalni razvoj 

pankreasa započinje formiranjem dorzalne i ventralne evaginacije prednjeg creva, tj. 

formiranjem dorzalnog i ventralnog pankreasnog pupoljka čijim spajanjem nastaje ovaj organ. 

Dorzalni embrionalni pupoljak daje najveći dao pankreasa, dok je samo ventralni deo glavenog 

dela pankreasa poreklom od ventralnog pupoljka (Schoenwolf, 2014). 

 

1.1.1.1.  Egzokrini pankreas 

 
Egzokrino tkivo pankreasa je serozno žlezdano tkivo i čini veći deo pankreasa, čak 98-99% 

ukupne zapremine organa (Anđelković i sar., 2001). Pankreas je vezivnim septama organizovan 

u lobuluse koji su građeni od sekretornih jedinica – acinusa, čiju strukturu sačinjavaju acinusne 

ćelije - pankreatociti. To su ćelije piramidalnog oblika i osnovni zadatak im je sinteza digestivnih 

enzima koji se sintetišu u zrnastom endoplazmatičnom retikulumu, odakle se transportuju u 

Goldžijev aparat, gde se pakuju u zimogene granule. Da bi se zaštitio integritet pankreasa, 

digestivni enzimi se nalaze u zimogenim granulama pankreocita u neaktivnoj formi. Kada 

dospeju u lumen duodenuma, enterokinaze konvertuju tripsinogen u tripsin koji, zatim, aktivira 

ostale enzime pankreasa (Anđelković i sar., 2001). 

Digestivni enzimi iz acinusnih ćelija i elektroliti koje luče ćelije acinusnih izvodnih, 

interkalarnih, kanala se zajedno izlučuju u dvanaestopalačno crevo kroz glavni izvodni 

pankreasni kanal, Virsungov kanal (ductus pancreaticus major – Wirsungi) i pomažu u digestiji i 

apsorpciji nutrijenata iz digestivnog trakta. Virsungov kanal se proteže celom dužom osom 

organa i u duodenum se uliva preko jednog proširenja - Vaterove ampule. Pored glavnog, 

Virsungovog, kanala, u nekim slučajevima postoji i sporedni Santorinijev kanal, koji se takođe 

izliva u duodenum (Anđelković i sar., 2001). 
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Sl.1. Pankreas (Preuzeto uz modifikaciju sa internet stranice: http://www.olivelab.org/the-pancreas-overview.html) 

 

Sekrecija egzokrinog pankreasa je pod kontrolom hormona i nervnih impulsa. Prelazak kiselog 

himusa iz želuca u duodenum služi kao signal za lučenje sekretina i holecistokinina od strane 

njegovih enteroendokrinih ćelija. Uloga sekretina je da stimuliše ćelije interkalarnih kanala da 

luče tečnost sa visokom koncentracijom bikarbonantnih jona (HCO3
−) čija uloga je da neutrališe 

kiselost želudačnog sadržaja u duodenumu i tako generiše povoljnu pH vrednost za aktivnost 

pankreasnih enzima (Ross i sar., 2002). Uloga holecistokinina je da stimuliše lučenje digestivnih 

enzima (Anđelković i sar., 2001). Osim hormonske regulacije, pankreas je i pod regulacijom 

autonomnog nervnog sistema (Ross i sar., 2002). Simpatička vlakna su zadužena za kontrolu 

protoka krvi kroz pankreas, dok su parasimpatička vlakna odgovorna za stimulaciju sekretorne 

aktivnosti pankreasa lučenjem acetilholina (Anđelković i sar., 2001). 

 

1.1.1.2.  Endokrini pankreas  

 
Endokrini pankreas je organizovan u vidu grupacija endokrinih ćelija, Langerhansovih ostrvaca, 

koja su dobila ime po Polu Langerhansu (Paul Langerhans, 1847-1888) koji ih je prvi uočio u 

pankreasnom tkivu pre blizu 150 godina.  

Langerhansova ostrvca (Sl. 2) čine oko 1-2% ukupnog volumena pankreasa i izgrađena su od 

heterogene populacije endokrinih ćelija koje su odgovorne za sintezu većeg broja hormona sa 

nizom različitih uloga u organizmu, među kojima je najvažnija ona koja se odnosi na 

metabolizam glukoze (Champe i sar., 2005). Pet tipova ćelija gradi Langerhansova ostrvca: α-

ćelije, β-ćelije, δ-ćelije, PP-ćelije i ε-ćelije (Collombat i sar., 2006). Alfa-ćelije produkuju 

glukagon, hormon koji se luči kao odgovor na nizak nivo šecera u krvi, i ima zadatak da 

signalizira ciljnim tkivima da razgrađuju depoe glikogena ili stimuliše glukoneogenezu da bi se 

održala normoglikemija (Champe i sar., 2005). Beta-ćelije sintetišu insulin koji se sekretuje kao 

odgovor na povišen nivo šecera u krvi i stimuliše ulazak glukoze u ćeliju gde može da se: 

iskoristi kao energetsko gorivo, da se deponuju u vidu glikogena ili transformiše u masne 

kiseline. Insulin takođe inhibira glukoneogenezu u jetri (Champe i sar., 2005). Delta-ćelije 

sekretuju somatostatin koji ima niz različitih funkcija u organizmu koje se ostvaruju vezivanjem 

za 5 subtipova receptora (Portela-Gomes i sar., 2000). PP-ćelije sintetišu pankreasni polipeptid, a 
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ε-ćelije gerlin (Champe i sar., 2005). Sekrecija svih pankreasnih hormona je strogo regulisana i 

održava homeostazu glukoze uz aktivno delovanje perifernih tkiva kao što su jetra, mišići i 

adipozno tkivo (Jain i Lammert, 2009). 

 

 
Sl. 2. Langerhansovo ostrvce u egzokrinom pankreasu. 1) Langerhansovo ostrvce, 2) acinusi egzokrinog pankreasa. 

H-E metoda bojenja. Uveličanje 400x. 

 

U Langerhansovim ostrvcima glodara su najbrojnije β-ćelije (65-80%), a iza njih po brojnosti 

slede α-ćelije (15-20%). Ostale ćelijske grupe su zastupljene u malom procentu, od 3 do 5% 

(Elayat i sar., 1995). Za Langerhansova ostrvca pacova je karakteristično da su α- (Sl. 18) i δ-

ćelije raspoređene po periferiji ostrva, dok β-ćelije (Sl. 11) zauzimaju centralni deo ostrva.  

Specifična morfološka organizacija Langerhansovih ostrvaca kod pacova, gde β-ćelije čine 

centralni deo ostrvca, ukazuje na važnost bliskog kontakta ćelija ovog ćelijskog tipa za 

adekvatnu funkciju organa. Protok krvi unutar ostrvaca ide od β-ćelija ka α- i δ-ćelijama na 

periferiji ostrvca (B-A-D put) (Samols i sar., 1988). Ovakav put protoka krvi ima veze sa 

regulacijom lučenja hormona Langerhansovih ostrvaca. Sa druge strane, karakterističan način 

grupisanja endokrinih ćelija pankreasa kod glodara je u vezi i sa njihovim kontaktom preko 

pukotinastnih veza (eng. gap junctions) koji je električne prirode i omogućava da svi tipovi ćelija 

adekvatno reaguju na povišeni nivo glukoze kao celina (Benninger i sar., 2008). Ćelije 

Langerhansovih ostrvaca su inervisane i regulisane radom sipmatičkog i parasimpatičkog 

nervnog sistema čime se obezbeđuje modulacija njihove aktivnosti na više nivoa, ne samo preko 

autokrine i parakrine regulacije.  

Za razliku od ćelijske organizacije Langerhansovih ostrvaca kod glodara, u humanom pankreasu 

su endokrine ćelije relativno homogeno raspoređene po ostrvcu. Udeo α-ćelija u humanom 

endokrinom pankreasu je 33-46%, β-ćelija 48-59%, a δ-ćelije, PP-ćelije i ε-ćelije su zastupljene 

u malom procentu, kao i kod glodara (Cabrera i sar., 2006). Raspored endokrinih ćelija u 

humanom pankreasu koji se ne odlikuje karakterističnim redosledom u njihovom pozicioniranju 

već su svi tipovi ćelija u međusobnom kontaktu, ukazuje na to da je parakrina signalizacija među 

njima primarni put međućelijske komunikacije. Parakrina komunikacija između endokrinih ćelija 

pankreasa funkcioniše tako što insulin stimuliše β-ćelije dok istovremeno inhibira aktivnost α-

ćelija, glukagon stimuliše α- i δ-ćelija, somatostatin inhibira aktivnost α- i β-ćelija, a grelin 

inhibira sekreciju insulina (Jain i Lammert, 2009). Homogeni raspored ćelijskih tipova 
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endokrinih ćelija pankreasa kod primata utiče na efikasnost funkcije β-ćelija, jer time omogućava 

da reaguju i na vrlo niske koncentracije glukoze u krvi (1 mM) na koje su β-ćelije u 

Langerhansovim ostrvcima glodara nereaktivne (Cabrera i sar., 2006). 

Neravnomerni raspored endokrinih ćelija u humanom pankreasu zahteva i specifičan tip 

krvotoka kroz ostrvo (Caicedo, 2013). Za razliku od krvotoka u ostrvcima glodara gde krv 

protiče redom kroz delove izgrađene od β-, α- i δ-ćelija, u humanim ostrvcima je to nemoguće 

budući da ne postoji region u ostrvcu koji je sagrađen od samo jednog ćelijskog tipa, već svih pet 

tipova endokrinih ćelija ostvaruje međusobni kontakt. U tom smislu je u humanim 

Langerhansovim ostrvcima moguća parakrina komunikacija i preko intersticijalnih prostora, ne 

samo preko krvotoka (Caicedo, 2013). Krvni sudovi u humanim Langerhansovim ostrvcima 

sadrže više glatke muskulature od krvnih sudova u ostrvcima kod miševa (Rodriguez-Diaz i sar., 

2011). Zahvaljujući tome je moguća regulacija protoka krvi kroz ostrvce pošto su glatke mišićne 

ćelije u zidu krvnih sudova inervisane simpatičkim vlaknima i funkcionišu kao sfinkter. Pored 

simpatičke inervacije, moguće je da su i sfinkteri pod uticajem parakrinih signala koje luče 

endokrine ćelije, što znači da su endokrine ćelije verovatno u mogućnosti da regulišu protok krvi 

u Langerhansovom ostrvcu (Caicedo, 2013). 

Telesna masa i masa pankreasa su u bliskoj korelaciji (Kim i sar., 2009). Ukupna masa β-ćelija 

se proporcionalno povećava u skladu sa telesnim zahtevima u različitim fiziološkim i 

patofiziološkim stanjima da bi kompenzovala potrebu za insulinom u datim okolnostima 

(Montanya i sar., 2000). Ta potreba za povećanom masom β-ćelija se nadoknađuje povećanjem 

broja ostrvaca, a ne povećanjem njihovog dijametra (Kim i sar., 2009). Prosečna veličina 

Langerhansovih ostrvaca je između 100 i 200 μm kod svih sisara, bez obzira na njihovu veličinu, 

što navodi na zaključak da postoje izvesne granice u dimenzijama Langerhansovih ostrvaca u 

okviru kojih ovaj endokrini organ zadržava optimalnu funkcionalnost (Jo i sar., 2007; Kim i sar., 

2009). U tom smislu, nije veličina ostrvca ono što će razlikovati pankrease životinja koje se 

značajno razlikuju po dimenzijama, već njihov broj.  

Masa β-ćelija je određena veličinom i brojem β-ćelija. Broj β-ćelija direktno zavisi od ravnoteže 

između neogeneze, replikacije i smrti β-ćelija (Montanya i sar., 2000). Opšte je prihvaćeno da 

tokom fetalnog perioda najveći broj β-ćelija nastaje u procesu diferencijacije iz prekursorskih 

ćelija, a da nakon rođenja najveći broj β-ćelija nastaje replikacijom već postojećih β-ćelija 

(Hellerström i sar., 1988). To znači da u postnatalnom periodu na broj β-ćelija utiče balans 

između replikacije i ćelijske smrti β-ćelija (Montanya i sar., 2000).  

 

1.1.1.2.1.  Insulin 

 
Insulin (Sl. 3) je peptidni hormon koji sekretuju β-ćelije Langerhansovih ostrvaca pankreasa, čije 

osnovne uloge su održavanje normoglikemije omogućavanjem ulaska glukoze u ćelije, 

regulisanje metabolizma ugljenih hidrata, proteina i masti, i pozitivni uticaj na deobu ćelija i rast 

organizma zahvaljujući mitogenom efektom koji poseduje (Champe i sar., 2005).  
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Sl. 3. Struktura insulina (Preuzeto sa internet stranice: http://www2.gvsu.edu/chm463/diabetes/insulin.html) 

 

Insulin je ključni hormon za regulaciju celularne energetike i balansa makronutrijenata, koji 

usmerava anaboličke procese tokom stanja sitosti (Champe i sar., 2005). Efekat insulina na 

metabolizam glukoze je posebno značajan u tri tkiva: jetri, mišićnom i adipoznom tkivu. U jetri 

insulin suprimira nastanak glukoze tako što inhibira glukoneogenezu i razlaganje glikogena. U 

mišićnom tkivu i jetri, insulin stimuliše sintezu glikogena, dok u mišićnom i adipoznom tkivu 

pojačava transport glukoze u ćelije ovih tkiva, povećavajući broj glukoznih transportera u 

ćelijskoj membrani (Champe i sar., 2005). 

Insulin se sintetiše u β-ćelijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa u vidu prekursora, 

preproinsulina koji se sastoji od 110 aminokiselina (Champe i sar., 2005). Delovanjem peptidaza 

u zrnastom endoplazmatičnom reitikulumu preproinsulin daje proinsulin koji se, zatim, savija i 

formiraju se disulfidni mostovi uz pomoć niza šaperonskih proteina zrnastog endoplazmatičnog 

retikuluma, kao što su tiol-reduktaze (Fu i sar., 2013). Nakon stvaranja trodimenzionalne 

strukture, proinsulin se transportuje u Goldžijev aparat gde u sekretornim vezikulama prelazi u 

insulin i C-peptid. Insulin i C-peptid se nalaze u sekretornim granulama zajedno sa amilinom i 

drugim produktima sekrecije β-ćelija (Champe i sar., 2005). Biosintezu insulina kontroliše više 

faktora, međutim, glukozni metabolizam je najznačajniji fiziološki signal koji stimuliše 

transkripciju gena za insulin i translaciju nastale iRNK (Poitout i sar., 2006). Insulin predstavlja 

negativni signal za sopstvenu sekreciju iz β-ćelija. Istraživanja su pokazala da insulin učestvuje u 

nekoliko ćelijskih procesa u β-ćelijama uključujući regulaciju transkripcije gena za insulin i 

kasniju translaciju, propustljivost plazma membrane za katjone Ca2+, i proliferaciju i 

preživljavanje β-ćelija (Leibiger i sar., 2008).  

Konformacija molekula insulina zavisi od koncentracije u kojoj se insulin nalazi, kao i od pH 

vrednosti sredine. U zavisnosti od pomenutih faktora, insulinski molekul može da bude 

monomer, dimer ili heksamer (Fu i sar., 2013). Pri porastu koncentracije insulina, insulinski 

monomeri imaju tendenciju da stvaraju dimere. Ukoliko koncentracija insulina nastavi da raste, 

dimeri se u prisustvu katjona Zn2+ i pri adekvatnoj pH (10 mM Zn2+ i pH~6.0) udružuju i 

stvaraju heksamere (Smith i sar., 2003). Insulin se iz β-ćelija sekretuje u vidu heksamera, ali 

pošto se kroz krvotok kreće niz svoj koncentracijski gradijent, favorizuje se razlaganje 

heksamera insulina na monomerne jedinice. Monomerna forma je aktivna forma insulina, dok je 

heksamerna forma, forma u kojoj se insulin deponuje u ćeliji (Fu i sar., 2013).  

Monomer insulina je izgrađen od dva polipeptidna lanca, “A” i “B”. Insulinski molekul sadrži tri 

disulfidna mosta. Lanac “A” (21 aminokiselina) i lanac “B” (30 aminokiselina) su međusobno 

povezani sa dva disulfidna mosta (A7-B7, A20-B19), dok se treći disulfidni most nalazi unutar 

samog “A” lanca (A7-A11) (Fu i sar., 2013). 

Beta-ćelije imaju sposobnost da sintetišu i nakupljaju velike količine insulina (Weir i Bonner-

Weir, 2013). Insulin se u β-ćelijama nalazi u gusto pakovanim granulama u obliku nerastvornih 

insulinskih heksamera. Koncentracija insulina u ovim granulama je oko 40 mM (Fu i sar., 2013). 
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U β-ćeliji miša se nalazi blizu 13.000 insulinskih granula i one čine oko 10% ukupne zapremine 

β-ćelije, a svaka granula sadrži oko 200.000 insulinskih molekula (Fu i sar., 2013). 

Beta-ćelije eksprimiraju i luče insulin u zavisnosti od promena u nivou nutrijenata u cirkulaciji 

(Weir i Bonner-Weir, 2013).  Kada se izluči iz ćelije, insulin deluje u koordinaciji sa 

glukagonom i reguliše preuzimanje glukoze iz krvotoka, njeno korišćenje ili deponovanje. 

Glukoza je dominantan faktor koji kontroliše funkciju β-ćelija zahvaljujući glukoznom 

transporteru (GLUT 2) koji predstavlja mehanizamza prepoznavanje glukoze i reaguje na 

promenu njene ekstracelularne koncentracije. Nivo glukoze u krvi zdrave individue se kreće 

između 4 mM i 8 mM (Weir i Bonner-Weir, 2013). Sadržaj insulina u β-ćelijama je veoma 

dinamičan i povećava se u skladu sa prisustvom nutrijenata, a smanjuje kao odgovor na 

nedostatak nutrijenata (Fu i sar., 2013). Sekrecija insulina iz Langerhansovih ostrvaca u portnu 

venu ima pulsativni karakter zbog postepenog nakupljanja insulina i koordinisanog lučenja iz 

miliona pankreasnih β-ćelija (Wilcox, 2005).  

Sekrecija insulina iz β-ćelija je kod zdravih individua bifazična. Prisustvo glukoze dovodi do 

“prve faze” sekrecije insulina koja se odlikuje brzim oslobađanjem insulina koji svoj pik ima 3-5 

minuta nakon ulaska glukoze u krvotok, a traje oko 10 minuta (Kahn i sar., 1997). Oko 1% 

insulinskih granula je na raspolaganju za trenutno lučenje u krvotok kao odgovor na prisustvo 

glukoze (Olofsson i sar., 2002). Ostalih 99% insulinskih granula predstavlja “rezervni bazen” iz 

kojeg granule moraju da prođu kroz niz pripremnih reakcija da bi postale spremne da sekretuju 

insulin u krvotok. Pripremanje sekretornih insulinskih granula podrazumeva njihovu 

modifikaciju i translokaciju ka plazma membrani što je limitirajući faktor u kontekstu brzine 

insulinske egzocitoze (Fu i sar., 2013). Druga faza, postepene, blaže, sekrecije insulina sledi 

nakon početnog pika sekrecije i traje tokom cele faze hiperglikemije (Kahn i sar., 1997). Dok se 

u prvoj fazi sekretuje isključivo već sintetisani insulin, tokom druge faze se pored sintetisanog 

insulina sekretuje i novosintetisani insulin čiji signal za sintezu je nastala hiperglikemija 

(Wilcox, 2005). Sekrecija insulina je kod zdravih individua uvek u saglasnosti sa količinom 

prisutne glukoze u krvi i zavisi od količine oralno unete glukoze, brzine pražnjenja želuca, 

apsorpcije glukoze iz gastrointestinalnog trakta, gastrointestinalnih hormona i nervnih signala iz 

gastrointestinalnog trakta što sve zajedno značajno modifikuje insulinski odgovor (Kahn, 1997). 

Sinteza i sekrecija insulina je regulisana faktorima koji su u vezi sa unetim nutrijentima, ali i sa 

faktorima koji su u vezi su sa stimulusima iz spoljašnje sredine i nezavisni su od unosa 

nutrijenata (Wilcox, 2005). Dva važna markera normalne funkcije β-ćelija su glukokinaza i 

glukozni transporter sa niskim afinitetom za glukozu (to je GLUT2 kod glodara, a u humanom 

pankreasu je to GLUT1). Glukokinaza je enzim koji katališe prvu reakciju glikolize, odnosno 

fosforilaciju glukoze, koja se dešava odmah po ulasku glukoze u ćeliju (Champe i sar., 2005). U 

tom smislu glukokinaza predstavlja svojevrsni senzor za glukozu. Povišeni nivo glukoze inicira 

prvu fazu sekrecije insulina iz sekretornih granula β-ćelija. Nakon ulaska glukoze u ćeliju i njene 

fosforilacije uz pomoć glukokinaze, započinje proces katabolizma glukoze koji povećava 

količinu ATP-a u ćeliji. Povećani ATP/ADP odnos izaziva zatvaranja ATP-zavisnih K+ kanala i 

depolarizacije membrane što je signal za otvaranje potencijal-zavisnih kanala za Ca2+, influks 

katjona Ca2+ i sekreciju hormona u krvotok (Caicedo, 2013). Iako je povećana koncentracija 

intracelularnog Ca2+ primarni signal za egzocitozu insulina izazvanu prisustvom glukoze, postoje 

i drugi ćelijski signali koje aktivira glukoza i koji imaju značajnu ulogu u ovom procesu. Tu 

spadaju cAMP, cGMP, inozitol 1, 4, 5-trifosfat (IP3) i diacil-glicerol (DAG) (Fu i sar., 2013). 

Nastanak cikličnog AMP-a i drugih intermedijera koji doprinose povećanju nivoa energije unutar 
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β-ćelija dodatno stimulišu oslobađanje insulina (Wilcox, 2005). Svi ovi dodatni faktori igraju 

značajnu ulogu u drugoj fazi sekrecije insulina, nakon translokacije sekretornih granula iz 

“rezervnog bazena” ka plazma membrani (Bratanova-Tochkova i sar., 2002). Faktori koji 

doprinose sekreciji insulina, a nemaju direktne veze sa nutrijentima najverovatnije deluju preko 

neuralnih stimulusa, kao što su holinergični i adrenergični put, preko peptidnih hormona i 

pozitivno naelektrisanih aminokiselina.  

 

1.1.1.2.2. Glukagon 

 
Glukagon (Sl. 4) je peptidni hormon, sačinjen od 29 aminokiselina, koji sintetišu α-ćelije 

Langerhansovih ostrvaca pankreasa. Osnovna uloga glukagona je da štiti od hipoglikemije i 

povećava nivo glukoze u krvi preko stimulacije glukoneogeneze i glikogenolize (Champe i sar., 

2005). 

 

 
Sl. 4. Struktura glukagona (Preuzeto sa internet stranice: 

https://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/archives/fdaDrugInfo.cfm?archiveid=12183) 

 

Glukagon se sintetiše kao veliki prekursorski molekul koji se nizom selektivnih proteolitičkih 

cepanja molekula prevodi u glukagon (Champe i sar., 2005). Sekrecija glukagona je prvenstveno 

regulisana preko nivoa glukoze u krvi koja izaziva promene u unutarćelijskoj produkciji ATP-a 

(Quesada i sar., 2008). Glukoza iz cirkulacije ulazi u α-ćelije pomoću GLUT1 transportera. Kada 

je nivo glukoze u krvi nizak, nizak ATP/ADP odnos u α-ćelijama drži ATP-zavisne kanale za K+ 

otvorenim što vodi ka otvaranju T-tipa kanala za Ca2+ kada je potencijal membrane α-ćelija oko -

60 mV (Bansal i Wang, 2010). Katjoni Ca2+ koji ulaze u ćeliju izazivaju depolarizaciju 

membrane i otvaranje voltažno zavisnih kanala za Na+ i efluks Na+ koji usled dodatne 

depolarizacije utiče na otvaranje L-tipa kanala za Ca2+ što rezultuje još većim influksom Ca2+ i 

egzocitozom granula glukagona. Kada je nivo glukoze u krvi visok, povišeni nivo ATP/ADP 

odnosa prouzrokuje zatvaranja ATP-zavisnih kanala za K+ čime se sprečava i otvaranje T-tipa 

kanala za Ca2+ čime se inhibiraju i sukcesivni procesi na membrani koji bi doveli do egzocitoze 

granula glukagona (Bansal i Wang, 2010). Pored glukoze, sekreciju glukagona regulišu i masne 

kiseline kao i aminokiseline (Champe i sar., 2005). Sekrecije insulina i glukagona utiču jedna na 

drugu tako što insulin suprimira sekreciju glukagona, a glukagon podstiče lučenje insulina. U 

tom smislu, fiziološka uloga α-ćelija je da održava homeostazu glukoze u koordinaciji sa β-

ćelijama. 

Sekrecija glukagona je regulisana parakrinim delovanjem ostalih endokrinih ćelija 

Langerhansovih ostrvaca na α-ćelije. Parakrino delovanje insulina na α-ćelije je ključno i 

predstavlja najvažniji parakrini signalni mehanizam koji inhibira sekreciju glukagona, a 

regulacija se odvija na nivou regulacije membranskog potencijala α-ćelija (Quesada i sar., 2008). 

Osim što inhibira sekreciju glukagona, pokazano je da je insulin ključni signal za normalnu 

funkciju α-ćelija (Quesada i sar., 2008). Vezivanje insulina za insulinski receptor na α-ćelijama i 

aktivacijom fosfatidilinozitol-3-kinaznog (PIK3) signalnog puta se povećava osetljivost ATP-
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zavisnog kanala za K+ na molekul ATP-a (Leung i sar., 2006). Povećanjem aktivnosti ATP-

zavisnog kanala za K+ se inhibira sekrecija glukagona (Quesada i sar., 2008). Glukagon poseduje 

i autokrinu aktivnost u pankreasnim α-ćelijama povećavajući sopstvenu sekreciju vezivanjem za 

glukagonski receptor na α-ćelijama čime se stimuliše produkcija cAMP-a i povećava protein-

kinaza A-zavisna egzocitoza glukagona (Quesada i sar., 2008).  

Glukagon podstiče glikogenolizu u ćelijama jetre i oslobađanje glukoze u krv. Nakon stimulacije 

glukagonskih receptora na hepatocitima od strane glukagona dolazi do povećanja nivoa 

produkcije cAMP što ima za posledicu direktnu aktivaciju protein kinaze A. Protein kinaza A 

fosforiliše i aktivira enzim glikogen fosforilaza kinazu, koji, zatim, katališe reakciju fosforilacije 

i aktivacije glikogen fosforilaze (Exton, 1987). Glikogen fosforilaza “seče” molekul glikogena i 

oslobađa pojedinačne molekule glukoza-1-fosfata koji pomoću enzima fosfoglukomutaza i 

glukozo-6-fosfataza prelaze u glukoza-6-fosfat. Uklanjanjem fosfatne grupe sa glukozo-6-fosfata 

nastaje glukoza koja ulazi u krvotok (Exton, 1987). Pored oslobađanja glukoze iz rezervnih 

depoa, glukagon pojačava i glukoneogenezu u jetri (Jiang i Zhang, 2003). Protein kinaza A 

inhibira aktivnost glikogen sintaze čime sprečava sintezu glikogena (Exton, 1987). 

 

1.1.1.3.  Nastanak novih β-ćelija 

  
Brojnost β-ćelija u in vivo uslovima se održava balansom između ćelijskog rasta i ćelijske smrti. 

Kod glodara dolazi do značajne reorganizacije endokrinog pankreasa u neonatalnom periodu 

pomoću intenzivne replikacije, neogeneze i apoptoze (Scaglia i sar., 1997). Pod normalnim 

uslovima, nakon rođenja prestaje nastanak novih endokrinih ćelija u pankreasu, međutim, 

postoje studije koje ukazuju na mogućnost endokrine regeneracije nakon povrede endokrinog 

tkiva (Bonner-Weir i Weir, 2005; Nir i sar., 2007; Rankin i Kushner, 2009).  

Poznato je da se masa β-ćelija povećava tokom trudnoće (Nir i sar., 2007) i u stanjima insulinske 

rezistencije (Butler i sar., 2003), ali je za sada manje poznato kako dolazi do regeneracije β-ćelija 

nakon povrede tkiva usled dijabetesa. Autoimuni dijabetes je, obično, ireverzibilan, međutim, 

istraživanja na humanoj populaciji i na glodarima su pokazala da funkcija β-ćelija može 

delimično da se povrati kada se blokira autoimuni efekat (Bresson i sar., 2006; Suri i sar., 2006). 

Nakon hemijske ablacije 99% β-ćelija sa difterija toksinom, dolazi do regeneracije β-ćelija, 

međutim, ne od 1% preživelih β-ćelija, već od ćelija koje luče glukagon (Thorel i sar., 2010). 

Važno je naglasiti da do ovog procesa ne dolazi kada je oštećen manji procenat β-ćelija.  

Postoje dva načina nastanka novih β-ćelija: 1. replikacijom od već postojećih β-ćelija i 2. 

neogenezom od nekog drugog tipa ćelija (Chung i Levine, 2010), gde spadaju diferencijacija 

duktalnih progenitorskih ćelija, diferencijacija progenitornih ćelija van duktalnog epitela i 

acinarna transdiferencijacija (Bonner-Weir i Weir, 2005). Najveći broj istraživanja na ovu temu 

je urađen na miševima za koje se zna da tip regeneracije u velikoj meri zavisi od stimulusa koji 

do regeneracije dovodi (Chung i Levine, 2010). Stepen plastičnosti adultnog pankreasa je mnogo 

veći nego što se ranije pretpostavljalo. U egzokrinom i endokrinom pankreasu postoji veliki broj 

različitih ćelijskih tipova, neke od njih su u mogućnosti da doprinesu regeneraciji β-ćelija, a koji 

tip će najviše doprineti regeneraciji zavisi od signala koji regeneraciju inicira (Levine i Itkin-

Ansari, 2008). Ti signali mogu biti fiziološki (trudnoća, gojaznost), a regeneracija može da bude 

inicirana i povredom tkiva u vidu podvezivanja pankreasnog kanala, ablacije β-ćelija ili 

delimične pankreaktomija (Chung i Levine, 2010).  
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1.1.1.2.3.  Replikacija β-ćelija 

 
Postoji značajan broj studija koje su se bavile proučavanjem replikacije β-ćelija (Sorenson i 

Brelje, 1997; Dor i sar., 2004; Hull i sar., 2005; Alonso i sar., 2007). Replikacija β-ćelija kod 

mladih adulta miševa može da se postigne sa nekoliko fizioloških ili eksperimentalnih modela 

kao što su gojaznost, infuzija glukozom, trudnoća, manipulacija ekspresijom hormona rasta i 

parcijalnom pankreatomijom (Brelje i sar., 1994; Sorenson i Brelje, 1997; Garcia-Ocana i sar., 

2000; Hull i sar., 2005; Miettinen i sar., 2006; Alonso i sar., 2007). Pokazalo se da kod glodara 

sa uzrastom opada mogućnost replikacije β-ćelija (Tschen i sar., 2009).  

Biologija β-ćelija kod ljudi se značajno razlikuje od one kod glodara. Pokazano je da humane β-

ćelije imaju duži vek od glodarskih β-ćelija (Cnop i sar., 2010). Humana populacija β-ćelija je 

već u velikoj meri oformljena do 20. godine života i ostaje konstantna tokom ostatka života što 

sugeriše da je promena humanih β-ćelija retka pojava (Chung i Levine, 2010). Replikaciju 

humanih β-ćelija je teško pokazati u uslovima u kojima je ona kod glodara dokazana kao 

posledica dijabetesa tipa 2 (Butler i sar., 2003), trudnoće (Butler i sar., 2010) i parcijalne 

pankreaktomije (Menge i sar., 2008). Smatra se da je replikacija β-ćelija najverovatnija u ranim 

stadijumima dijabetesa tipa 1, budući da kasnije, tokom bolesti, broj β-ćelija postaje i suviše mali 

da bi se replikovao (Chung i Levine, 2010).  

 

1.1.1.2.4.  Neogeneza β-ćelija od ćelija egzokrinog pankreasa  

 
Zbog prisustva velikog broja različitih ćelijskih tipova u pankreasu, mnogi od njih su ispitivani 

kao potencijalni kandidati za proces neogeneze β-ćelija. Među njima su se kao najverovatniji 

kandidati pokazale acinarne ćelije, centroacinarne ćelije, duktalne ćelije i delta ćelije (Lardon i 

sar., 2004; Xu i sar., 2008; Zhou i sar., 2008; Houbracken i Bouwens, 2010). Ćelije duktalnog 

epitela su dugo smatrane za jedine ćelije koje učestvuju u procesu neogeneze β-ćelija kao 

progenitorne ćelije (Wang i sar., 1995). Toj tvrdnji su doprineli nalazi koji su pokazali da postoje 

insulin-produkujuće ćelije u duktusu ili u njegovoj neposrednoj blizini. Istovremeno, i 

eksperimenti sa podvezivanjem pankreasnog kanala, kojim se izaziva povreda tkiva i gubitak β-

ćelija, rezultuju naknadnim porastom u broju β-ćelija što nedvosmeisleno ukazuje na neogenezu 

β-ćelijske mase nakon povrede tkiva (Wang i sar., 1995; Xu i sar., 2008). Takođe je kod ljudi sa 

hroničnim pankreatitisom pokazan povećan broj insulin-sekretujućih ćelija u duktusu (Phillips i 

sar., 2007). Iako postoje dokazi da je transdiferencijacija duktalnih ćelija pankreasa u β-ćelije 

moguća, stepen u kojem do toga dolazi je i dalje nejasan (Chung i Levine, 2010). In vitro 

istraživanja su pokazala da humane egzokrine ćelije mogu da se dediferenciraju u β-ćelije u 

humanom fetalnom pankreasu, međutim efikasnost ovog procesa je niska (Hao i sar., 2006). 

 

1.1.1.2.5.  Transdiferencijacija α- u β-ćelije 

 
Transdiferencijacija β- iz α-ćelija je jedan od značajnih načina za regeneraciju izgubljene β-

ćelijske mase (Nir i sar., 2007; Wang i sar., 2007; Chung i sar., 2010; Chung i Levine, 2010; 

Thorel i sar., 2010; Zaret i White, 2010). Chung i sar. (2010) su pokazali da nakon tretmana 

pankreasa sa aloksanom uz izvršeno parcijalno podvezivanje pankreasnog duktusa dolazi do 

masovnog odumiranja β-ćelija koje su posle 14 dana zamenjene novim ćelijama, nastalim 

neogenezom adultnih α-ćelija. Proces transdiferencijacije α- u β-ćelije podrazumeva i prisustvo 

intermedijarnih ćelija koje nastaju kada glukagon-pozitivne ćelije počinju da eksprimiraju 
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transkripcione faktore Pdx1 i Nkx6.1., karakteristične za β-ćelije (Chung i sar., 2010). U 

normalnim uslovima, adultne α-ćelije nisu visoko proliferativne, međutim, pod određenim 

okolnostima usled kojih dolazi do oštećenja insulin-sekretujućih ćelija, one počinju da se 

replikuju što rezultuje stvaranjem ćelijskog rezervoara iz kojeg će se regrutovati ćelije za 

transdiferencijaciju (Chung i sar., 2010; Thorel i sar., 2010). Pored ovog načina, uočeno je da α-

ćelije mogu da se diferenciraju u β-ćelije direktnom konverzijom, bez prvobitne replikacije, čime 

se brže postiže normoglikemija (Chung i sar., 2010; Thorel i sar., 2010). Još nije poznato koji 

ćelijski signal je ključan za pojavu konverzije α- u β-ćelije (Chung i Levine, 2010). Podvezivanje 

pankreasnog kanala izaziva jaku ekspresiju citokina IL-1α, IL-1β, antagonista IL-1 receptora, IL-

6, IL-10 i TNF-α, kao i drugih medijatora inflamacije: faktora aktivacije trombocita, supstance P 

i transkripcionog faktora NF-κB u pankreasu (Steinle i sar, 1999; Bhatia i sar., 2000). Ipak, koji 

je od ovih signala primarni, još nije rasvetljeno, kao ni sam mehanizam ovog procesa. Još jedna 

nepoznanica u vezi sa procesom transdiferencijacije α- u β-ćelije je mera u kojoj treba da bude 

redukovana masa β-ćelija da bi započeo proces transdiferencijacije. Do sada su sva istraživanja 

na ovom polju rađena na eksperimentalnim modelima kod kojih je došlo do gotovo potpune 

ablacije β-ćelija (Chung i sar., 2010; Thorel i sar., 2010). Nir i sar. (2007) su difterija toksinom 

postigli ablaciju β-ćelija u meri od 70-80%, međutim nisu uspeli da dokažu konverziju α- u β-

ćelije u tim uslovima. To bi mogao da bude indikator da je za konverziju α- u β-ćelije neophodna 

gotovo potpuna destrukcija β-ćelija. 
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1.2.  AKRILAMID  

 
1.1.2. Opšte karakteristike akrilamida 

 
Akrilamid (2-propenamid, C3H5NO, CAS No. 79-06-1) je hidrofilni molekul molarne mase 

71,08 g/mol (Sl. 5). Na sobnoj temperaturi, akrilamid je bela i čvrsta supstanca bez mirisa, 

rastvorljiva u vodi i u drugim polarnim rastvaračima kao što su aceton i acetonitril. Akrilamid se 

formira na temperaturi između 90 i 100°C hidratacijom akrilonitrila monohidratnom sumpornom 

kiselinom pri čemu nastaje sulfatni rastvor. Neutralizacijom rastvora sa amonijakom dolazi do 

izdvajanja akrilamida, koji se zatim hladi i izdvaja kao kristalni monomer. Drugi način dobijanja 

akrilamida je direktna katalitička konverzija koja se dešava kada se vodeni rastvor akrilonitrila 

prevuče preko vrelog uglja uz prisustvo katjona bakra kao katalizoatora na temperaturi između 

25 i 200°C (EPA, 2010).  

Akrilamid je karbonilni derivat sa dve funkcionalne grupe: amidnom grupom i dvostrukim 

vezama na α i β C – atomu što ga čini veoma reaktivnim i sposobnim da učestvuje u nizu 

različitih hemijskih reakcija (LoPachin i Gavin, 2012). Zahvaljujući prisustvu dvostrukih veza, 

akrilamid ima elektrofilna svojstva i može da reaguje sa nukleofilnim grupama među kojima je, 

u biološkom smislu, posebno značajna reakcija oksidacije tiolnih grupa iz cisteinskog dela 

molekula proteina (Dearfield i sar., 1995; Calleman, 1996). Reakcije karakteristične za amidnu 

reziduu uključuju hidrolizu, dehidrataciju, alkoholizu i kondenzaciju sa aldehidima, dok 

dvostruke veze omogućavaju reakcije sa amonijakom, alifatičnim aminima, hloridima, 

bromidima i proteinima (Friedman, 2003; Girma i sar., 2005). 

 
Sl. 5. Formula akrilamida (Preuzeto sa internet stranice: http://www.mpbio.com/product.php?pid=04814320) 

 

Zahvaljujući vinilnoj dvostrukoj vezi, akrilamid lako stupa u reakcije sa drugim akrilamidnim 

molekulima pri čemu nastaje poliakrilamid (LoPachin i sar., 2008). Reakcije akrilamida sa 

proteinima se zasnivaju na reakciji sa sulfhidrilnom grupom (-SH) koja je karakteristična za 

aminokiselinu cistein, i amino grupom (-NH2) koja ulazi u sastav svih aminokiselina. Najbolji 

primer za to je reakcija akrilamida i N-terminalnog valinskog ostatka u hemoglobinu pri čemu 

nastaju hemoglobinski adukti, veoma značajni biomarkeri izloženosti ovoj toksičnoj supstanci 

(Bergmark i sar., 1991; Tareke i sar., 2000). Akrilamid je sve prisutniji u životnoj sredini iako je 

biodegradabilan i nije bioakumulativan (Smith i sar., 1997). Količina produkovang akrilamidnog 

monomera je porasla sa 75 miliona kg u 1998. godini na 93 miliona kg u 2003. godini (Parzefall, 

2008).  

 

1.1.3.  Primena akrilamida 

 
Akrilamid je hemijska supstanca koja ima veoma raznovrsnu primenu u svakodnevnom životu, 

naročito u poljoprivredi i industriji. Pre svega, akrilamid je gradivna jedinica veoma široko 

korišćenog polimera poliakrilamida, koji se smatra za netoksični aditiv. Ipak, poliakrilamid može 

biti kontaminiran svojim monomerom, akrilamidom budući da poliakrilamid može da se 
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delimično razgradi u akrilamid kada je izložen svetlosti i povišenoj temperatiri (Smith i sar., 

1997; Kitahara i sar., 2012).  

Poliakrilamid ima veoma široku primenu u mnogim sferama života. Poliakrilamidni gel se koristi 

u laboratorijama za genetiku i molekrularnu biologiju kao podloga za razdvajanje molekula 

metodom gel elektroforeze. Pored primene u naučnim istraživanjima, jedna od najčešćih primena 

poliakrilamida je u prečišćavanju otpadne i pijaće vode gde se koristi kao flokulant. Iako je sam 

poliakrilamid netoksičan, određena količina rezidua monomera može da se nađe u pijaćoj vodi. 

U Evropskoj Uniji je minimalno dozvoljeno prisustvo akrilamida u pijaćoj vodi određeno 

zakonskom odredbom i iznosi 0,1 μg/l (Council Directive 98/83/EC of 3 November 1998 on the 

quality of water intended for human consumption). Imajući ovaj podatak u vidu i uz 

pretpostavku da je dnevni unos vode 2 litre, osoba težine 70 kg dnevno unosi dozu akrilamida od 

0,003 μg/kg telesne mase (μg/kg tm) (Hogervorst, 2009). Poliakrilamid se, takođe, koristi u 

procesu proizvodnje papira (Bologna i sar., 1999), u sintezi boja, u proizvidnji kontaktnih sočiva, 

kao i u graditeljstvu kao supstanca koja ulazi u sastav cementa (Weideborg i sar., 2001). 

Poliakrilamid je našao upotrebu i u vodi za navodnjavanje gde ima ulogu da poboljša teksturu 

zemljišta i umanji njegovu eroziju (Bologna i sar., 1999). Osim ovih primena koje su najčešće, 

poliakrilamid se koristi i kao dodatak pesticidima da bi im se povećala viskoznost, kao i za 

povećavanje viskoznosti medijuma koji se koristi za hidroponično gajenje biljaka, a prisutan je i 

kao aditiv u kozmetičkim sredstvima (Van Landingham i sar., 2004).  

Pokazano je da toplota, sunčeva svetlost, fotohemijske reakcije i uslovi otvorene spoljašnje 

sredine utiču na depolimerizaciju poliakrilamida (Smith i sar., 1996). Analiza prisustva 

rezidualnog akrilamida u pasulju, kukuruzu, krompiru i šecernoj repi, koji su rasli u zemlji 

tretiranoj sa poliakrilamidom da bi se sprečila erozija, pokazuju nivo akrilamida manji od 10 ppb 

(eng. part per billion) (Bologna i sar., 1999). Akrilamid koji je apsorbovan od strane biljaka je 

većim delom degradiran u toku sledećih 18 h, međutim, sam mehanizam kojim ga biljke 

razgrađuju je još nepoznat (Castle, 1993).  

 

1.1.4. Prisustvo akrilamida u namirnicama 

 
Do nedavno se smatralo da je sav akrilamid u životnoj sredini industrijskog porekla. Švedski 

naučnici su krajem devedesetih godina XX veka otkrili da akrilamid može da se formira kada se 

namirnice bogate skrobom termički obrade na visokim temperaturama bez prisustva vode 

(Tareke i sar., 2000). Od tada su istraživačke grupe širom sveta potvrdile prisustvo akrilamida i 

izvršile kvantifikaciju njegovog prisustva u različitim namirnicama (Tab.1). 
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Tabela 1. Sadržaj akrilamida (AA) u izabranim namirnicama (Office of Environmental Health 

Hazard Assessment - OEHHA, 2005) 

 

Namirnica 
Broj ispitivanih 

uzoraka 

Srednja 

vrednost 

sadržaja AA 

(ppb = μg/kg) 

Izmerene 

granične 

vrednosti AA 

(μg/kg) 

Bademi (prženi ili 

pečeni) 
4 320 236 – 457 

Integralni hleb 43 39 ND – 130 

Beli hleb 17 11 ND – 36 

Žitarice za 

doručak 
104 86 11 – 266 

Kafa (kuvana) 20 7 3 – 13 

Keks 82 188 29 – 647 

Kukuruzni čips 16 199 111 – 240 

Krekeri 52 167 13 – 620 

Pomfrit 52 413 117 – 1325 

Konzervirane 

masline 
19 414 123 – 1925 

Kokice 15 180 97 – 352 

Čips od krompira 54 466 117 – 2510 

Pšenična zamena 

za kafu 
2 4573 3747 – 5399 

Tost 3 213 59 – 364 

Pica 12 20 19 – 20 

Puter od kikirikija 17 88 64 – 125 

Palačinke i vafli 12 15 13 – 17 

 

 

Prisustvo akrilamida u svakodnevnim namirnicama, sa posebno visokim prisustvom u 

proizvodima od žitarica i krompira je stvorilo uznemirenost u javnosti budući da je akrilamid na 

listi potencijalnih humanih kancerogena Internacionalne agencije za proučavanje kancera (eng. 

International Agency for Research on Cancer, IARC) (IARC, 1994). Među proizvodima od 

žitarica, najveći sadržaj akrilamida imaju pšenična zamena za kafu, hleb, peciva, biskviti, 

krekeri, kao i prerađene žitarice namenjene za doručak (Tab. 1). Kafa, zeleni čaj i proizvodi od 

kakaa su, takođe, među namirnicama koje imaju visok sadržaj akrilamida (OEHHA, 2005).    

Dnevni unos akrilamida može da se izračuna pomoću koncentracije ovog toksičnog monomera 

koji je oformio adukte sa hemoglobinom. Nivo od 30 pmol/g hemoglobina odgovara dnevnom 

unosu od oko 1,2 μg/kg, što iznosi 85 μg dnevno za osobu od 70 kg (Törnqvist i sar., 1995; 

Bergmark, 1997). Izmereno je da se prosečan unos kreće u opsegu od 0,3-2,0 μg/kg telesne mase 
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(μg/kg tm), sa srednjom vrednosti od 1 μg/kg tm, i od 0,6-5,5 μg/kg tm, sa srednjom vrednosti od 

4 μg/kg tm, kod osoba sa visokim unosom namirnica bogatih akrilamidom (FAO/WHO, 2002). 

Veća izloženost akrilamidu se dobija kada se u obzir uzme i akrilamid iz duvanskog dima i 

kozmetičkih proizvoda. Tada se dobija vrednst i do 100 μg/osobi na dan (Tareke i sar., 2002). 

Smatra se da bi dugogodišnji unos ovim tempom mogao da dovede do različitih oboljenja 

(Törnqvist i sar., 1995). Unos akrilamida putem duvanskog dima je kod prosečnog pušača oko 3 

μg/kg tm (Bergmark, 1997). 

Akrilamid u hrani ne nastaje na prirodan način i spontano već ga najčešće možemo pronaći u 

hrani koja je pečena ili pržena na visokim temperaturama, gde nastaje kao produkt Milardove 

reakcije (Tareke i sar., 2000; Stadler i sar., 2002).  

 

1.1.4.1.  Nastanak akrilamida Milardovom reakcijom 

 
Amino-karbonilne interakcije u hrani pri njenoj termičkoj obradi prženjem i pečenjem na 

temeraturi iznad 180°C se sastoje od niza reakcija između amina, amino kiselina, peptida i 

proteina sa jedne strane i redukujućih šećera sa druge strane i nose zajednički naziv Milardova 

reakcija (Friedman, 1996). Reakcija redukujućih šećera, najčešće glukoze i fruktoze, sa ostacima 

amino kiselina se odvija bez prisustva enzima i rezultuje formiranjem N-glikozida. Glavni put 

nastanka akrilamida u hrani podrazumeva Milardovu reakciju koja se odvija između redukovanih 

šećera i asparagina, aminokiseline koja je veoma zastupljena u krompiru i žitaricama (Sl. 6) 

(Stadler i sar., 2002; Yaylayan i sar., 2003). Reakcija je moguća i između metionina i različitih 

ugljenih hidrata. Svih 20 proteinogenih amiokiselina su individualno testirane kao potencijalni 

prekursori u nastanku akrilamida zagrevanjem na 180°C po 30 minuta, ali jedino metionin i 

asparagin dovode do stvaranja ove toksične supstance. Piroliza metionina, glutamina, cisteina i 

asparagina sa fruktozom, galaktozom, laktozom i saharozom takođe ima za rezultat stvaranje 

akrilamida (EPA, 2010). Milardova reakcija je veoma kompleksan sistem reakcija pa je za 

objašnjenje kinetike nastanka akrilamida potrebno pratiti više reaktanata istovremeno kao i 

izvršiti modelovanje prema multi-response modelima (Martins i sar., 2000). 

Akrilamid u hrani nastaje na visokim temperaturama u uslovima kada se u njenoj pripremi ne 

koristi voda, kao što su pečenje, tostiranje, prženje ili grilovanje. Prilikom takve obrade hrane 

dolazi do pirolitičkih procesa kojima podležu ugljeni hidrati, proteini i masti. Da bi došlo do 

pirolize organskih molekula, neophodno je da se ostvari temperatura viša od 100ºC jer do 

procesa pirolize neće doći dokle god ima slobodne vode budući da u prisustvu vode proteini i 

ugljeni hidrati podležu hidrolizi. Glukoza i aminokiseline asparagin, glutamin, metionin i cistein 

su odgovorni za nastanak akrilamida na temperaturama iznad 120°C (Stadler i sar., 2002), a dati 

poredak je u opadajućoj efikasnosti. Ipak, i pored toga što su određeni putevi nastanka 

akrilamida poznati, glavni intermedijeri nisu do kraja okarakterisani, pa u tom smislu i hemijske 

reakcije kojima detaljno opisujemo proces nastanka akrilamida ostaju jednim delom na nivou 

pretpostavke (Dybing i sar., 2005). Yasuhara i sar. (2003) smatraju da pod određenim 

okolnostima, akrilamid nastaje od amonijaka i akroleina, što objašnjava nastanak akrilamida u 

namirnicama bogatim lipidima. Biedermann i Grob (2003) su pokazali da je fruktoza efikasnija u 

procesu stvaranja akrilamida od glukoze i galaktoze zbog svoje niže tačke topljenja, a samim tim 

i postizanja veće reaktivnosti na nižim temperaturama. Na visokim temperaturama (100-180°C), 

redukujući šećeri nisu neophodni za formiranje akrilamida, pošto dolazi do dekarboksilacije 

asparagina, nastanka 3-aminopropionamida, a onda i akrilamida (Granvolg i sar., 2004). 

Alternativni put nastanka je formiranje akrilamida iz glutena i alanina (Claus i sar., 2006). 



15 
 

 
Sl. 6. Formiranje akrilamida iz asparagina i glukoze (Friedman, 2003) 

 

Koncentracija akrilamida u hrani je u direktnoj vezi sa nivoom asparagina u datim namirnicama, 

sa temperaturom na kojoj se hrana priprema i sa dužinom termičke obrade hrane (Friedman, 

2003). Zbog toga mogu da postoje velika variranja u sadržaju akrilamida među namirnicama 

istog tipa, koje su odvojeno pripremane te nivo akrilamida u istoj namirnici može da varira od 

obroka do obroka. Ta pojava u mnogome stvara poteškoće u epidemiološkim studijama koje se 

baziraju na anketiranju ispitanika o njihovom unosu namirnica karakterističnih po prisustvu 

akrilamida pošto daje prostora za veliku grešku prilikom analize rezultata i izvođenja zaključka 

ispitivača. Postoji i nekoliko namirnica kod kojih akrilamid nastaje i onda kada je prisutna voda, 

kao što su sok od šljiva i konzervirane crne masline (Robin i Cianci, 2007). 

 

1.1.4.2.  Metode smanjenja prisustva akrilamida u namirnicama 

 
Veliki broj istraživanja se danas bavi proučavanjem mogućnosti za izbegavanje ili smanjenje 

produkcije akrilamida u namirnicama (Amrein i sar., 2003; Zyzak i sar., 2003). Tehnike za 

smanjenje količine akrilamida u hrani se svode na smanjivanje količine slobodnog asparagina i 

redukujućih šećera, na promenu dužine termičke obrade namirnica, kao i na promene 

temperature na kojoj se namirnice pripremaju. U pomenute tehnike se ubraja i primena supstanci 

koje bi ometale produkciju akrilamida u hrani (aminokiseline, kalcijum, limunska kiselina). 

Treba naglasiti da nema univerzalne tehnike za redukciju akrilamida, već je svaka od tehnika 

povoljna za određeni tip namirnica. Tako na primer, još nije pronađena metoda kojom bi se 

redukovala koncentracija akrilamida u kafi, a da se to ne odrazi na njenu aromu (Dybing i sar., 

2005). Budući da efikasnost određenog broja ovih tehnika nije dokazana u praksi, dalji rad na 

ovom polju je od velikog značaja. Za namirnice od krompira, limitirajući faktor za nastanak 

akrilamida je količina redukujućih šećera u sirovom krompiru, a za produkte od žitarica 
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limitirajući faktor je sadržaj asparagina (Hogervorst i sar., 2009). Pošto je sadržaj redukujućih 

šećera važan faktor za nastanak akrilamida u namirnicama od krompira, selekcija kultura koje su 

siromašnije u redukujućim šećerima predstavlja moguć metod umanjenja sadržaja akrilamida 

(Amrein i sar., 2003). Vrlo je važno da se u procesu primene različitih metoda snižavanja 

prisustva akrilamida u namirnicama ne utiče na organoleptička svojstva produkta, što je najveći 

problem ovih metoda. Metod koji je u ovom pogledu najpogodniji je metod dodavanja 

asparaginaze, enzima koji razlaže asparagin i time u velikoj meri snižava produkciju akrilamida. 

Dodavanje asparaginaze redukuje sadržaj akrilamida u čipsu od krompira za 97% i u pomfritu za 

80%, pri čemu ove namirnice zadržavaju svoju boju i odgovarajući ukus (Zyzak i sar., 2003). 

Limitirajući faktor nastanka akrilamida kod žitarica je sadržaj asparagina pa je od značaja biranje 

žitarica sa sniženom koncentracijom aksparagina, kao i izbegavanje preteranog potamnjivanja 

namirnica tokom pečenja. Iako je primenom ovih metoda umanjen nastanak akrilamida u 

određenim namirnicama tokom industrijske proizvodnje, smanjena izloženost akrilamidu na 

nivou populacije je i dalje prepuštena slobodnom izboru pojedinca (Granath i Törnqvist, 2003). 

 

1.1.5. Metabolizam akrilamida i enzim CYP2E1 

 
Akrilamid je supstanca koja se lako i brzo apsorbuje iz vode i hrane oralnim putem, a lako se 

apsorbuje i prilikom kontakta sa kožom kao i prilikom inhalacije (Friedman, 2003). Zbog svoje 

hidrosolubilnosti, akrilamid se dobro rastvara u krvi i zahvaljujući tome se ravnomerno 

transportuje do svih sistema organa. Bioraspoloživost akrilamida nakon njegovog unosa preko 

hrane je 30-44%, dok se nakon unosa putem vode kreće od 60-98% (Doerge i sar., 2005). 

Izloženost akrilamidu počinje još tokom intrauterinog razvoja pošto je nizom istraživanja 

pokazano da 10-50% ishranom unetog akrilamida prolazi kroz placentalnu barijeru (Sörgel i sar., 

2002, Schettgen i sar. 2004, von Stedingk i sar., 2011), a njegov unos se nastavlja i nakon 

gestacijskog perioda pošto akrilamid može da se nađe u humanom mleku (Fohgelberg i sar., 

2005).  

Akrilamid se u organizmu metaboliše na dva osnovna načina koja nisu podjednako zastupljena. 

Prvi je kod ljudi daleko češći i zasniva se na konjugaciji akrilamida sa glutationom (GSH), a 

drugi način je oksidativna transformacija akrilamida sa citohromom P450 2E1 (CYP2E1; EC 

1.14.13) do glicidamida (Sumner i sar., 1999; Parzefall, 2008). Inaktivacija akrilamida preko 

konjugacije sa GSH je reakcija koju katališe enzim glutation S-transferaza (GST) (Settels i sar., 

2008). Reakcija akrilamida sa GSH rezultuje nastankom cistein-S-konjugata koji pomoću enzima 

N-acetil-transferaze daju N-acetil-L-cistein-S-konjugate, tj. metabolite akrilamida i merkapturne 

kiseline (AAMA) koji se iz organizma izlučuju urinom (Hinchman i Ballatori, 1994).  

Drugi način inaktivacije apsorbovanog akrilamida se odvija pomoću enzima CYP2E1, 

monooksigenze koja predstavlja jedan od evolutivno najbolje očuvanih citohroma P450 (CYP 

enzima). CYP enzimi se najviše eksprimiraju u zrnastom endoplazmatičnom retikulumu 

hepatocita, ali su prisutni i u ćelijama većine drugih tkiva i odgovorni su za oko 75% reakcija 

metabolizma lekova (Guengerich, 2008). Enzim CYP2E1 je membranski protein za koji su 

karakteristične reakcije metabolisanja velikog broja toksičnih supstanci, prokarcinogena i 

karcinogena koji ulaze u organizam iz spoljašnje sredine (Rendic i Carlo, 1997). Najčešći 

supstrati za CYP2E1 enzim su polarni polutanti male molekulske mase među kojima je i 

akrilamid. Reakcija inaktivacije koju katališe enzim CYP2E1 ima za rezultat oksigenaciju 
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dvostruke veze u molekulu akrilamida, pri čemu nastaje glicidamid koji, kao i akrilamid, 

poseduje elektrofilnu reaktivnost (Calleman i sar., 1996; Settels i sar., 2008).  

Koji od dva opisana metabolička puta eliminacije akrilamida iz organizma će preovladati, zavisi 

od vrste organizma koji je bio izložen ovom ksenobiotiku (Shipp i sar., 2006). Fennell i sar. 

(2005) su pokazali da u jetri glodara preovlađuje oksidacija akrilamida u glicidamid, dok je kod 

ljudi daleko češća konjugacija akrilamida sa GSH. Istraživanja su pokazala da je stepen 

oksidacije akrilamida u glicidamid viši kod miševa u odnosu na pacove, a najniži kod ljudi 

(Sumner i sar., 1997; Fennell i sar., 2005). Stepen oksidacije akrilamida je intenzivniji prilikom 

unošenja nižih doza u odnosu na oksidaciju kod izloženosti visokim dozama ove toksične 

supstance (Calleman i sar., 1992).  

Kao elektrofilni molekuli, akrilamid i glicidamid imaju sposobnost da reaguju sa celularnim 

nukleofilnim centrima kao što su sulfhidrilne (tiolne, -SH) i amino (-NH2) grupe. Produkti ove 

reakcije su akrilamidni i glicidamidni adukti. Akrilamid i glicidamid se međusobno razlikuju po 

afinitetu prema grupama sa kojima stvaraju adukte. U poređenju sa glicidamidom, akrilamid ima 

veći afinitet prema –SH grupi zbog čega lako reaguje sa proteinima, a manju reaktivnost 

pokazuje prema DNK (Solomon i sar., 1985; Bergmark i sar., 1993). Sa druge strane, glicidamid 

lakše formira adukte sa –NH2 grupom u bazama nukleotida, što sugeriše da je glicidamid 

značajniji molekul kada se govori o procesu genotoksičnosti i karcinogeneze (Gamboa da Costa i 

sar., 2003). Zbog većeg afiniteta prema proteinima, akrilamid je značajniji u kontekstu 

neurotoksičnosti (Dybing i sar., 2005). U humanoj populaciji, adukti glicidamida sa DNK su ređi 

nego kod pacova i miševa (Fennell i sar., 2005; Parzefall, 2008). Eliminacija nastalog 

glicidamida iz organizma se odvija prvenstveno putem konjugacije sa GSH. Krajnji rezultat ove 

konjugacije je nastanak metabolita glicidamida i merkapturne kiseline i njihova eliminacija 

preko urina (Settels i sar., 2008). Jedan deo glicidamida može biti hidrolizovan pomoću enzima 

epoksid hidrolaze pri čemu nastaje gliceramid (Sumner i sar., 1999), ali se i jedan deo akrilamida 

i glicidamida u neizmenjenom obliku eliminiše urinom (Fennell i sar., 2005). 

 

1.1.6. Biomarkeri izloženosti akrilamidu 

 

Da bi se registrovala potencijalna izloženost mutagenima/kancerogenima, važno je da postoji 

mogućnost da se detektuju, identifikuju i izmere doze genotoksičnih supstanci, njihovih 

metabolita i produkata reakcija sa biomolekulima in vivo. Pokazalo se da su adukti akrilamida sa 

proteinima pogodniji za praćenje od adukata sa DNK, jer nisu podvrgnuti dejstvu ćelijskih 

reparacionih mehanizama (Skipper i Tannenbaum, 1990). Iako postoji mnogo različitih proteina 

koji formiraju adukte, odabran je hemoglobin (Hb) zbog svoje lake dostupnosti i značajnog 

prisustva u krvi (Törnqvist i sar., 2002). Životni vek hemoglobina je 120 dana, a adukti se 

akumuliraju usled hronične izloženosti zahvaljujući čemu može da se izračuna in vivo 

koncentracija akrilamida i glicidamida za četvoromesečni period pre uzimanja uzorka krvi 

(Törnqvist i sar., 2002).  

Akrilamidni adukti sa Hb (karbamoil - etil - valin) se mere da bi se stekao orijentacioni uvid u 

unos akrilamida na dnevnom nivou. Najniži nivo ovih hemoglobinskih biomarkera je uočen kod 

ljudi koji nisu izloženi delovanju akrilamida na radnom mestu, niti su izloženi duvanskom dimu 

(12 - 70 pmol/g globina za akrilamidne adukte) (Bergmark i sar., 1993; Bergmark, 1997; 

Schettgen i sar., 2003). Ta vrednost prisutnih biomarkera je nazvana background izloženost. 

Prosečan nivo Hb adukata kod laboratorijskih radnika koji su u kontaktu sa akrilamidom je 54 
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pmol/g globina i 152 pmol/g globina kod pušača. Globalni background nivo je oko 31 pmol/g što 

se poklapa sa prosečnim dnevnim unosom od 0,8 μg/kg tm (Hagmar i sar., 2005). Ovi podaci 

pokazuju da je izloženost akrilamidu svakodnevna i opšta (Parzefall, 2008).  

 

1.1.7. Negativni efekat akrilamida na biološke sisteme 

 

Negativni efekat akrilamida na žive, biološke, sisteme je već poznat i dokazan. Negativni efekti 

mogu biti raznoliki, u zavisnosti od toga da li se radi o posledicama dejstva akrilamida, ili 

njegovog metabolita glicidamida, tj. da li je posmatrani efekat posledica delovanja na protein i 

njegovu fiziološku ulogu ili direktno na DNK (LoPachin i Decaprio, 2005). Takođe, može da se 

posmatra efekat akrilamida na različite žive sisteme, počevši od bakterija pa do sisarskih 

organizama. Akrilamid nema mutageni efekat na bakterije, čak i posle metaboličke aktivacije, 

dok glicidamid izaziva mutageni efekat kod sojeva Salmonella TA100 i TA1535 (Hashimoto i 

Tanii, 1985). Jedna studija je pokazala da akrilamid ima bifazični efekat na dužinu života 

nematoda (Hasegawa i sar., 2004). Vrlo niska doza akrilamida od 0,5 μg/l medijuma u kojem se 

gaje nematode značajno smanjuje njihov životni vek, dok se pri dozi od 5 mg/l životni vek 

nematoda vraća u normalu, da bi na dozi od 500 mg/l ponovo počeo da se skraćuje (Hasegawa i 

sar., 2004). 

U skoro svim studijama o dejstvu akrilamida na laboratorijske životinje korišćen je čist 

akrilamid, a poznato je da tokom Milardove reakcije u hrani koja se termički obrađuje pored 

akrilamida nastaju još neki produkti koji su potencijalno toksični. Zbog toga, uticaj akrilamida 

poreklom iz namirnica predstavlja rezultat izloženosti kombinovanoj grupi jedinjenja, u koje su 

ubraja i glicidamid, koji je i dalje nedovoljno poznat (Chaudry i sar., 2006). Jedan od načina da 

se posmatra izdvojeni efekat akrilamida u odnosu na glicidmaid je da se u in vivo studiji 

životinje prvo izlažu pred-tretmanu sa 1-aminobenzotriazolom koji predstavlja nespecifični 

inhibitor enzima CYP2E1, usled čega dolazi do ukidanja ili umanjenog prelaska akrilamida u 

glicidamid (Adler i sar., 2000).  

 

1.1.7.1.  Neurotoksičnost akrilamida 

 

Jedna od najočiglednijih i jedina dokazana i bogato dokumentovana posledica izloženosti ljudi 

akrilamidu je pojava neurotoksičnosti (LoPachin, 2004). Neurotoksičnost dovodi organizam u 

stanje koje se karakteriše simptomima kao što su ataksija, slabost distalnih skeletnih mišića, 

utrnulost stopala i šaka. Niz studija i eksperimenata su pokazali da je akrilamid neurotoksičan i 

za ljude i za laboratorijske životinje. LoPachin (2002) je pokazao da je neurotoksičnost 

akrilamida kumulativnog karaktera. Iako su prosečne doze dnevnog unosa akrilamida veoma 

niske i reda veličine ppb, kumulativna priroda toksičnosti akrilamida je izrazito značajna kada se 

govori o izloženosti ljudi ovoj supstanci, budući da se unosi na dnevnom nivou, celog života. U 

tom smislu je poželjno da buduće studije posvete pažnju hroničnom efektu niskih doza 

akrilamida na žive sisteme. 

Pored toga što se značajan deo akrilamida u telu metaboliše u glicidamid, dokazano je da je baš 

akrilamid odgovoran za neurotoksične efekte (Barber i sar., 2001). Posle tretmana akrilamidom 

dolazi do remećenja neurotransmisije na krajevima aferentnih nerava iz kičmene moždine koji 

idu ka perifernim neuro-muskularnim vezama (Abelli i sar., 1991). Nervni završeci su primarno 

mesto dejstva akrilamida pri čemu dolazi do njihove degeneracije i sinaptičke disfunkcije 
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(LoPachin i sar., 2002). Zahvaljujući svojoj strukturi, akrilamid CH2=CH– krajem može da stupa 

u hidrofobne interakcije, dok njegov –CONH2 kraj stupa u interakciju sa hidriranim ćelijskim 

komponentama. Na taj način akrilamid može da utiče na strukturu ćelijske membrane i ubrzava 

proces sopstvene difuzije u nervne završetke (Friedman, 2003). Najverovatniji mehanizam 

delovanja akrilamida na terminalne krajeve nerava je njegovo negativno dejstvo na procese 

fuzije membrana tokom sinaptičkog transporta (LoPachin i sar., 2004). Do toga dolazi tako što 

akrilamid ometa formiranje ili rastavljanje 7s kompleksa proteina koji omogućavaju sinaptički 

transport i fuziju membrana. Oštećenje terminalnih delova nerava u CNS i PNS izaziva 

senzornu, motornu i autonomnu disfunkciju koja karakteriše neurotoksični efekat akrilamida. 

Postoji jasna dozno-zavisna veza između nivoa hemoglobinskih adukata akrilamida i 

demijelinacije na aksonima i perifernim nervima kao i pojave neuroloških efekata (LoPachin i 

Gavin, 2012). 

 

1.1.7.2.  Efekat akrilamida na reprodukciju i razvoj 

 

Akrilamid u dozi od nekoliko mg/kg tm utiče kod životinja negativno na rast embriona (Manson 

i sar., 2005). Analizama krvi majke i krvi iz pupčane vrpce, kao i merenjem hemoglobinskih 

adukata je dokazano da se akrilamid nalazi u krvi fetusa i dovodi do smanjene telesne težine 

ploda (Schettgen i sar., 2004; von Stedingk i sar., 2011). Tretman laboratorijskih životinja sa 

akrilamidom je doveo do smanjenja u količini masnog tkiva, do smanjenja veličine jetre i 

bubrega, zategnutosti mokraćne bešike, zadebljanja zida želuca i atrofije skeletne muskulature 

(NTP-ATSDR, 2012). 

Izlaganje mužjaka i ženki pacova dozama akrilamida od 50 - 200 mg/l rastvorenog u vodi, pre 

parenja i tokom perioda gestacije i laktacije je imalo za posledicu smetnje u samom procesu 

parenja, smanjenje telesne težine i smanjeni unos hrane, kao i smanjene telesne težine mladunca 

i sporije napredovanje tokom perioda laktacije (Zenick i sar., 1986). Akrilamid negativno deluje 

i na reprodukciju umanjujući fertilnost i broj mladunaca kod ženki, kao i kvalitet i broj 

spermatozoida kod mužjaka (Chapin i sar., 1995; Wise i sar., 1995). Molekularni mehanizam 

toksičnog efekta na reprodukciju može da bude rezultat nekoliko procesa, a to su alkilacija -SH 

grupa u nukleusu i repu spermatozoida, snižavanje nivoa gonado-stimulirajućeg hormona i 

oštećenje na DNK testisa (Dearfeld i sar., 1995). Oralni tretman akrilamidom, takođe, rezultuje 

testikularnom atrofijom, smanjenom koncentracijom serumskog testosterona, degeneracijom 

spermatogonija, spermatocita i spermatida, smanjenjem broja i pokretljivosti spermatozoida, kao 

i pojavom multijedarnih džinovskih ćelija u testisima miševa i pacova (Wang i sar., 2010; 

Hamdy i sar., 2012; Nixon i sar., 2012). Pošto akrilamid prolazi kroz placentalnu barijeru, jasno 

je da ima direktan efekat na plod koji se, osim kroz smanjenje telesne težine, manifestuje i kroz 

pojavu oksidativnog stresa i patološkog razvoja nervnog sistema, poremećaja u razvoju skeleta, 

kao i poremećaja u motorici i brzini reagovanja (Ferguson i sar., 2010; Allam i sar., 2011; El-

Sayyad i sar., 2011; Ogawa i sar., 2011).  

 

1.1.7.3.  Karcinogeni efekat akrilamida 

 

Kada se govori o negativnom efektu akrilamida, veoma značajno mesto zauzima njegova 

karcinogeneza, kako kod laboratorijskih životinja tako i kod ljudi. Akrilamid se prema 

Internacionalnoj agenciji za proučavanje kancera i Američkoj agenciji za zaštitu životne sredine 
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(eng. US Environmental Protection Agency - EPA) svrstava u moguće humane karcinogene. 

Akrilamid kod pacova izaziva povećanu pojavu tumora na mlečnim žlezdama, centralnom 

nervnom sistemu, folikularnom epitelu tireoidne žlezde, oralnom epitelu, uterusu, hipofizi, 

nadbubrežnoj žlezdi i skrotalnom mezotelijumu (Johnson i sar., 1986; Friedman i sar., 1995). 

Iako je karcinogeni efekat akrilamida kod glodara očigledan i dokazan, epidemiološke studije 

koje se bave problematikom veze između akrilamida i pojave karcinoma kod ljudi nisu dale 

konzistentne rezultate. Postoje studije koje ukazuju na pozitivnu vezu između profesionalne 

izloženosti akrilamidu i pojavi karcinoma (Sobel i sar., 1986; Schulz i sar., 2001), kao i da 

postoji izvesna pozitivna korelacija između izloženosti akrilamidu i pojavi karcinoma ovarijuma 

(Hogervorst i sar., 2007), endometrijuma (Hogervorst i sar., 2007), bubrega (Hogervorst i sar., 

2008) i estrogen pozitivnog karcinoma dojke kod žena u postmenopauzi (Olesen i sar., 2008). 

Schulz i sar. (2001) posebno skreću pažnju na moguću vezu između profesionalne izloženosti 

akrilamidu i pojavi karcinoma pankreasa. Sa druge strane, pozitivna korelacija u izloženosti 

akrilamidu i pojavi karcinoma nije uočena na mokraćnoj bešici (Mucci i sar., 2003; Hogervorst i 

sar., 2008), prostati (Hogervorst i sar., 2008), debelom crevu (Mucci i sar., 2006), bubregu 

(Mucci i sar., 2004) i dojki (Hogervorst i sar., 2007). Istovremeno, niz eksperimenata urađenih in 

vivo i in vitro pokazuju da akrilamid dovodi do stvaranja tumora na mlečnim žlezdama, plućima, 

digestivnom i reproduktivnom traktu pacova (Johnson i sar., 1986; Friedman i sar., 1995; Park i 

sar., 2002). Akrilamid se spominje i kao ko-karcinogen, jer pojačava efekat drugog karcinogena 

(Raju i sar., 2013; Yener i sar., 2013). 

Iako studije o profesionalnoj izloženosti akrilamidu (Marsh i sar., 1999; Schulz i sar., 2001) 

pokazuju da je u grupi radnika koja je najduže bila izložena ovoj supstanci došlo do dupliranje 

rizika za pojavu karcinoma pankreasa, pokazalo se da se kod proračuna o izloženosti ovoj 

toksičnoj supstanci nije vodilo računa o činjenici da se ona unosi i preko duvanskog dima. Kada 

je i taj faktor uzet u obzir, profesionalna izloženost akrilamidu nije imala statistički signifikantan 

uticaj na pojavu karcinoma pankreasa (Marsh i sar., 2007). Važno je uočiti da je do korekcije 

došlo samo u kontekstu izloženosti akrilamidu na radnom mestu i pojavi karcinoma pankreasa, a 

ne i generalnoj izloženosti akrilamidu, koja i dalje ostaje kao potencijalni rizik.  

 

1.1.7.4.  Genotoksični efekat akrilamida  

 

Jedan od glavnih parametara prilikom procene potencijalne karcinogenosti neke supstance je 

sposobnost posmatranog jedinjenja da izazove oštećenja na genima. Najčešći put kojim 

akrilamid ostvaruje svoju genotoksičnost je putem njegovog epoksida, glicidamida, koji ima 

daleko veći afinitet prema DNK od akrilamida (Solomon i sar., 1985). U osnovi genotoksičnog 

efekta glicidamida stoji vezivanje ovog molekula u in vitro i in vivo uslovima za guanin (N7) i 

adenin (N1) pozicije na DNK, nakon čega dolazi do alkilovanja DNK (Friedman, 2003).  

Akrilamid nema mutageni efekat na bakterija, dok glicidamid ima (Knaap i sar., 1988). 

Klastogeni efekat akrilamida u in vitro uslovima je uočen u humanim limfocitima i hepatocitima, 

u kojima je došlo do razmene između sestrinskih hromatida, do ometanja mitoze i pucanja 

pojedinačnih niti DNK (Baum i sar., 2005; Jiang i sar., 2007). Klastogeni efekat in vivo je 

pokazan u ćelijama koštane srži kod miša i u eritrocitima iz periferne cirkulacije (Adler i sar., 

1988; Paulsson i sar., 2003).  

Akrilamid i u in vitro i in vivo uslovima dovodi do formiranja mikronukleusa u 

spermatogonijama, spermatocitima i spermatidama  (Sega i Generoso, 1990), a kod miševa i 
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pacova dovodi i do dominantnih letalnih mutacija (Shelby i sar., 1987). Međutim, i pored ovog 

nalaza da akrilamid može da dovede do pojave letalnih mutacija, njegov genotoksični efekat je 

prvenstveno klastogen. Genotoksični efekat je daleko karakterističniji za glicidamid nego sa 

akrilamid (Ghanayem i sar., 2005; Wang i sar., 2010). Uočeno je da je genotoksični potencijal 

akrilamida pojačan prisustvom etanola koji ima efekat pojačavanja dejstva enzima CYP2E1 

(Đorđević i sar., 1998). To otkriće je značajno zbog činjenice da se hrana bogata akrilamidom 

neretko konzumira uz alkohol.  

 

1.1.7.5.  Efekat akrilamida na endokrini sistem 

 

Rezultati mnogih studija su pokazali da akrilamid može da se svrsta u grupu supstanci koje 

remete rad endokrinog sistema, koje se još nazivaju i endokrini ometači. Izloženost akrilamidu 

remeti regulaciju određenih gena koji učestvuju u hormonskom metabolizmu (Mei i sar., 2008). 

Yang i sar. (2005a i 2005b) i Hamdy i sar. (2012) su ukazali na to da akrilamid može da 

poremeti normalnu funkciju testisa, što, kao što je već rečeno, ima značajan efekat na dalji razvoj 

i reprodukciju. Najveći broj studija koje su se bavile ometajućim potencijalom akrilamida na 

endokrini sistem, su posmatrale efekat ove supstance na tireoidnu žlezdu. Khan i sar. (1999) su 

pokazali da akrilamid kod tretiranih pacova redukuje nivo hormona trijodtironina (T3) i tiroksina 

(T4) u dozno-zavisnom maniru. Mannaa i sar. (2006) su rezultatima svoje studije potvrdili da 

akrilamid remeti aktivnost tireoidne žlezde. Naime, u njihovoj studiji je kratkotrajni tretman sa 

visokom dozom akrilamida značajno redukovao nivo T3 i T4 u serumu ženki pacova. U skladu 

sa tim su i rezultati studije Hamdy i sar. (2012) koji su ovu redukciju u nivou T3 i T4 pokazali i 

nakon tretmana sa nižim dozama akrilamida. 

Osim na tireoideu, akrilamid deluje i na nadbubrežnu žlezdu. Rezultati studije Mannaa i sar. 

(2006) ukazuju na signifikantan pad u nivou serumskog kortikosterona kod ženki pacova nakon 

tretmana akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm. Hamdy i sar. (2012) su takođe pokazali da 

akrilamid izaziva pojavu oksidativnog stresa u nadbubrežnim žlezdama što značajno i dozno-

zavisno snižava nivo kortikosterona u plazmi tretiranih pacova.  
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1.3.  OKSIDATIVNI I NITROZATIVNI STRES 

 
1.3.1. Pojam oksidativnog i nitrozativnog stresa 

 

Aerobni metabolizam je nastao tokom evolucije kao tip metabolizma koji je aerobnim živim 

sistemima omogućio veću energetsku produktivnost. Ipak, aerobni metabolizam je doneo i 

izvesne negativne posledice u vidu nastanka slobodnih radikala, koji su neizbežni produkti ovog 

metaboličkog puta (Dröge, 2002). Pojam oksidativni stres je prvi put upotrebio Helmut Sies koji 

ga je definisao kao “neravnotežu između oksidanata i antioksidanata, u korist oksidanata, što 

potencijalno vodi ka ćelijskom oštećenju” (Sies, 1985). Halliwell i Guttridge (2015) oksidativni 

stres, takođe, definišu kao narušenu ravnotežu u produkciji ROS sa jedne strane, i enzimskog i 

neenzimskog ćelijskog antioksidativnog sistema, sa druge strane. Paralelni proces oksidativnom 

stresu je nitrozativni stres koji nastaje u situaciji povišene produkcije RNS koja prevazilazi 

kapacitet antioksidativnog ćelijskog sistema (Klanrodf i Van Dyke, 2012).  

Posledice oksidativnog i nitrozativnog stresa na žive sisteme su mnoge i u njihovoj osnovi se 

nalaze promene na gotovo svim makromolekulima. Povišen nivo ROS i RNS dovodi do toga da 

su procesi oksidacije i nitrozilacije u ćeliji intenzivniji od antioksidativnih procesa i procesa 

redukcije što ima za rezultat oštećenja na lipidima, proteinima ili na DNK, čime se remeti 

prirodan tok fizioloških procesa. Zbog toga se oksidativni i nitrozativni stres nalaze u osnovi 

velikog broja patofizioloških procesa kao što su dijabetes melitus (Subash-Babu i sar., 2014), 

arteroskleroza (Harrison i sar., 2003), autoimuna (Shah i Sinha, 2013) i neurodegenerativna 

oboljenja (Schulz i sar., 2000), ali i maligne (Pham-Huy i sar., 2008) i inflamatorne bolesti 

(Reuter i sar., 2010).  

 

1.3.2. Slobodni radikali 

 

Slobodni radikali su prvi put opisani pre više od jednog veka (Gomberg, 1900), i dugo nisu bili 

adekvatno registrovani u biološkim sistemima zbog njihove visoke reaktivnosti i, samim tim, 

kratkog poluživota (Lushchak, 2014). Gershman i sar. (1954) su prvi registrovali slobodne 

radikale u biološkim sistemima. Iako je polje istraživanja slobodnih radikala jedno od 

najdinamičnijih u današnjoj nauci, ono se i dalje suočava sa problemima. Kao što je već rečeno, 

slobodni radikali su zbog svoje visoke reaktivnosti veoma nestabilni i samim tim prisutni u 

veoma niskim koncentracijama. Uz to, veoma je teško pratiti metaboličku sudbinu slobodnih 

radikala zbog velikog broja različitih reakcionih puteva u kojima mogu da učestvuju, pa je 

njihova prostorna distribucija u ćeliji i van nje, komplikovana i nepredvidiva. Takođe, ne treba 

izgubiti iz vida činjenicu da koncentracija slobodnih radikala u velikoj meri zavisi od fiziološkog 

stanja organizma pa je i u tom smislu promenljiva (Lushchak, 2014). 

Slobodni radikali su atomi, atomske grupe i molekuli koji sadrže nesparene elektrone u svom 

valentnom energetskom nivou i često nastaju kao jedan od produkata ćelijskih oksidacionih 

procesa (Hayyan i sar., 2016). Nespareni elektroni obezbeđuju slobodnim radikalima visoku 

elektrofilnu reaktivnost zbog čega su se kod svih aerobnih organizama razvili antioksidativni 

mehanizmi odbrane kao evolutivni odgovor na metabolizam u kojem je krajnji akceptor 

redukcionih ekvivalenata kiseonik (Dröge, 2002).  

Slobodni radikali se kontinuirano produkuju u ćeliji i predstavljaju aktivne participante u 

raznolikim fiziološkim procesima (Pham-Huy i sar., 2008). Kada su prisutni u niskoj 
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koncentraciji, slobodni radikali imaju značajnu ulogu u procesu ćelijskog rasta i sazrevanja 

ćelijskih struktura. Pored toga, neutrofili, makrofagi i monociti oslobađaju slobodne radikale u 

procesu tokom kojeg uništavaju patogene mikroorganizme (Dröge, 2002). Slobodni radikali 

igraju veoma važnu ulogu i u ćelijskoj signalnoj transdukciji, u modulaciji protoka krvi i nervnoj 

aktivnosti, ali i u sintezi esencijalnih bioloških jedinjenja i programiranoj ćelijskoj smrti – 

apoptozi (Pham-Huy i sar., 2008). Slobodni radikali, u niskim koncentracijama, spadaju u 

ključne molekulske vrste odgovorne za zdravlje i normalno funkcionisanje organizma. 

Kao što je već napisano, slobodni radikali nastaju tokom normalnih, esencijalnih, metaboličkih 

enzimskih i neenzimskih procesa u organizmu, ali do njihove produkcije može da dođe i usled 

delovanja izvesnih egzogenih faktora kao što su izloženost X-zracima, dimu od cigareta, 

različitim zagađujućim supstancama iz vazduha, alkoholu i industrijskim hemikalijama (Lobo i 

sar., 2010; Halliwell i Gutteridge, 2015). Enzimske reakcije koje su izvor slobodnih radikala su, 

pre svega, reakcije koje su u vezi sa procesima na respiratornom lancu mitohondrija, ali i one 

koje su u vezi sa fagocitozom, sintezom prostaglandina i sa sistemom citohroma P-450 (Lobo i 

sar., 2010). Neenzimski procesi u kojima nastaju slobodni radikali su reakcije kiseonika sa 

organskim molekulima, kao i procesi koje inicira jonizujuće zračenje (Pham-Huy i sar., 2008). 

Takođe, neki od procesa na respiratornom lancu mogu da budu i neenzimski (Dröge, 2002).  

Pored termina slobodni radikali, u literaturi se koriste i pojmovi reaktivne vrste kiseonika (ROS) 

i reaktivne vrste azota (RNS). Naime, termini ROS i RNS su širi pojam od slobodnih radikala, 

budući da u sebe uključuju kako slobodne radikale, tako i neradikalske molekule visoke 

reaktivnosti elektrofilnog karaktera (Lushchak, 2014). U reaktivna kiseonična jedinjenja se 

ubraja nekoliko slobodnih radikala: superoksidni anjon radikal (O2˙–), hidroksil radikal (OH˙), 

hidroperoksil radikal (HO2˙), alkoksil radikal (RO˙) i peroksil radikal (RO2˙), ali i nekoliko 

neradikalskih molekula kao što su singlet kiseonik (1O2), vodonik peroksid (H2O2), hipohlorasta 

kiselina (HOCl), ozon (O3) i organski peroksid (ROOH). Reaktivna jedinjenja azota su 

azotmonoksidni radikal (NO˙) i peroksinitrit (ONOO−) koji nije radikalski molekul (Valko i sar., 

2007).  

 

1.3.2.1. Superoksidni radikal (O2˙
–) 

 

Superoksidni jon se smatra primarnim ROS koji prvenstveno nastaje u mitohondrijama, 

redukcijom kiseoničnog molekula sa jednim elektronom (jed. 1) (Ott i sar., 2007).  

 

O2 + e-  O2˙⁻    (jednačina 1) 

 

Iako ima veoma visok potencijal nastanka, O2˙⁻ je umereno reaktivan radikal sa poluživotom od 

2-4 μs. Sa druge strane, dolazeći u dodir sa susednim stabilnim molekulima, lako stvara 

sekundarne ROS koji su reaktivniji (Valko i sar., 2007). Elektron-transportni lanac na 

unutrašnjoj membrani mitohondrija je odgovoran za stvaranje ATP-a i u tom smislu je 

esencijalan za sve metaboličke procese. Određeni broj elektrona uspeva da “siđe” sa 

transportnog lanca i da sa molekulom kiseonika formira O2˙⁻  (Dröge, 2002). Naročito kritično 

mesto na kojem elektroni silaze sa elektron-transportnog lanca je spoj kompleksa I (NADH – 

koenzim Q reduktaza) i kompleksa III (koenzim Q - citohrom c reduktaza). Oko 1-3% svih 

elektrona u transportnom lancu dovodi do stvaranja O2˙⁻  radikala (Valko i sar., 2007). 



24 
 

Dismutacija O2˙⁻  može da se odigra spontano, sa drugim molekulima O2˙⁻, ili katalisano od 

strane enzima SOD, pri čemu nastaje H2O2 (jed. 2) (Valko i sar., 2007). 

 

O2˙⁻ + O2˙⁻ + 2H+  H2O2 + 3O2 (jednačina 2) 

 

1.3.2.2. Vodonik peroksid (H2O2) 

 

Vodonik peroksid spada u reaktivne kiseonične vrste, ali nije slobodni radikal. Vodonik peroksid 

nastaje nepotpunom redukcijom O2 sa dva elektrona (jed. 3) (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

 
3O2 + 2e− + 2 H+  H2O2  (jednačina 3) 

 

U biološkim sistemima, H2O2 nastaje u katalitičkom procesu dismutacije O2˙⁻ delovanjem 

enzima SOD (jed. 2), ali može da nastane i u enzimskim reakcijama koje katališu ksantin 

oksidaza, urat oksidaza, mono-amin oksidaze, glukozo oksidaze i oksidaze D-aminokiselina 

(Halliwell i Gutteridge, 2015). Vodonik peroksid nastaje pre svega u peroksizomima, mada može 

da nastane i u mitohondrijama, endoplazmatičnom retikulumu i ćelijskim membranama. 

Vodonik peroksid ima citotoksični kapacitet jer može da oksiduje –SH grupe proteina, čime ih 

inaktiviše (Halliwell i Gutteridge, 2015). Vodonik peroksid je jedan od inicijatora procesa 

lipidne peroksidacije (Valko i sar., 2007).  

 

1.3.2.3. Hidroksil radikal (OH˙) 

 

Nastanak OH˙ radikala je, najčešće, iz H2O2 Haber-Weiss-ovom reakcijom (jed. 4): 

 

H2O2 + O2˙⁻  3O2 + OH˙ + OH− (jednačina 4) 

 

Prvi korak nastanka OH˙ radikala u in vivo uslovima je redukcija jona prelaznih metala kao 

katalizatora u Fentonovoj reakciji od strane O2˙⁻ radikala (jed. 5 i 6) (Lipinski, 2011): 

 

O2˙⁻  + M(n)  3O2 + M(n-1) (jednačina 5) 

M(n-1) + H2O2  Me(n) + OH˙ + OH− (jednačina 6) 

 

Katjon gvožđa je zahvaljujući svojoj sposobnosti da bude oksidovan i redukovan, esencijalni 

konstituent niza proteina koji su uključeni u oksido-redukcione procese. Pored katjona gvožđa, 

katjoni mangana i bakra su, takođe, deo oksido-redukcionih procesa u biološkim sistemima 

(Winterbourn, 1995).  

Hidroksil radikal je veoma reaktivan molekul sa poluživotom od 10-9 s koji zbog ovako kratkog 

poluživota reaguje sa najbližim stabilnim molekulom koji se u tom momentu nalazi na mestu 

njegovog nastanka. Zbog visoke reaktivnosti, OH˙, uz O2˙⁻, predstavlja najreaktivniji slobodni 

kiseonični radikal (Lipinski, 2011). 
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1.3.2.4. Azot oksid radikal (NO˙) 

 

Najčešće reaktivno jedinjenje azota u organizmu je NO˙ radikal koji sadrži jedan nespareni 

elektron. Azot oksid (NO˙) spada u osnovne unutarćelijske signalne molekule sa celim spektrom 

različitih fizioloških i patofizioloških odgovora koje može da izazove u različitim tkivima, pre 

svega kardiovaskularnom i nervnom tkivu, kao i u imunom sistemu. Azot oksid je gasoviti 

molekul, kratkog poluživota, koji veoma lako i brzo procesima difuzije prelazi sa mesta svoje 

sinteze do mesta dejstva, i može da ima oprečno dejstvo u ćelijama (Aktan, 2004). Sa jedne 

strane, NO˙ je ključni signalni molekul u velikom broju fizioloških procesa, međutim, kao 

slobodni radikal NO˙ može da deluje kao citotoksični agens u patofiziološkim procesima, 

naročito u upalnim procesima (Aktan, 2004). Azot oksid brzo reaguje sa kiseonikom pri čemu se 

oksiduje do nitrita i nitrata. Azot oksidnom radikalu se često pripisuju citotoksična svojstva, 

međutim, sve je veći broj dokaza da je citotoksični efekat NO˙ radikala posledica delovanja 

peroksinitrita koji nastaje u reakciji između NO˙ i O2˙⁻ (Pacher i sar., 2007). 

 

1.3.2.4.1. Inducibilna azot oksid sintetaza (iNOS) 

 
Azot oksid nastaje u gotovo svim ćelijama pod dejstvom specifičnih azot oksid sintetaza koje 

metabolišu arginin u citrulin, pri čemu nastaje NO˙ (Valko i sar., 2007). Postoje četiri glavne 

izoforme azot oksid sintetaza (NOS): neuralna NOS (nNOS), endotelijalna NOS (eNOS), 

inducibilna NOS (iNOS) i mitohondrijalna NOS (mtNOS). Neuralna i inducibilna NOS su 

solubilne forme ovog enzima, dok je eNOS membranski vezani protein (Liu i sar., 1995). 

Neuralna, endotelijalna i mitohondrijalna NOS su Ca2+/kalmodulin zavisne izoforme koje 

konstitutivno sintetišu niske koncentracije NO˙ i konstatno su prisutne u zdravim ćelijama 

(Aktan, 2004). Sa druge strane, inducibilna azot oksid sintaza je Ca2+/kalmodulin nezavisna 

izoforma NOS koja je odgovorna za pojačanu sintezu NO˙ i aktivna je, uglavnom, u patološkim 

stanjima (Soskic i sar., 2011). Signal za sintezu iNOS su citokini, ali i bakterijski metaboliti ili 

infekcije (Aktan, 2004). Različiti tipovi ćelija mogu da sintetišu iNOS kao odgovor na prisustvo 

patogena jer NO˙ radikal ima zaštitnu, antimikrobnu, antiviralnu, antiparazitsku i antitumorsku 

ulogu (Bogdan, 2001). Pokazano je da NO˙ nastao dejstvom iNOS može da bude uključen u 

patološka stanja kao što su astma, arteroskloroza, reumatoidni artritis, artritis, multipleks 

skleroza, odbijanje transplanta, septični šok i dijabetes, i da vodi ka uništenju ćelije u kojoj je 

sintetisan (Kröncke i sar., 1998). Beta-ćelije pankreasa su posebno osetljive na dejstvo NO˙ 

budući da je za njih karakterističan nizak nivo enzima koji uklanjaju slobodne radikale (Spinas, 

1999). Povećana aktivnost iNOS u β-ćelijama je pokazana kod dijabetesa tipa 1 i tipa 2 

(Muhammed i sar., 2012), kao i kod akutnog pankreatitisa (Quader i sar., 2003). Važno je 

naglasiti da samo NO˙ poreklom od iNOS ima negativan efekat na β-ćelije i izaziva pojavu 

dijabetesa, dok nNOS i eNOS imaju fiziološku i regulatornu ulogu u sekreciji insulina 

(Eckersten i Henningsson, 2012; Keklikoglu i Akinci, 2013). 

 

1.3.2.5. Peroksinitritni jon (ONOO−) 

 

Ćelije imunog sistema stvaraju i superoksidni i azot oksidni radikal tokom procesa inflamacije, 

što stvara uslove da dođe do reakcije ova dva slobodna radikala (jed. 7) (Lipinski, 2011): 

 

NO˙ + O2˙⁻  ONOO⁻ (jednačina 7) 
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Produkt ove reakcije je ONOO− anjon koji izaziva lipidnu peroksidaciju i oštećenje ćelijskih 

membranoznih struktura, kao i fragmentaciju DNK (Pacher i sar., 2007). Reakcija nastanka 

ONOO−, pored toga što dovodi do stvaranja agresivnog peroksinitritnog anjona, istovremeno 

smanjuje koncentraciju raspoloživog NO˙ u ćeliji. Pošto se reakcija produkcije ONOO− odvija tri 

puta brže od reakcije kojom SOD katališe dismutaciju O2˙⁻ u H2O2, funkcija NO˙ u fiziološkim 

procesima bioloških sistema se značajno umanjuje (Pacher i sar., 2007).  

 

1.3.3. Oksidativna oštećenja biomolekula 

 

Kao što je već napomenuto, slobodni radikali i drugi reaktivni kiseonični i azotni molekuli 

nastaju u fiziološkim uslovima i imaju mnoge važne uloge u normalnom ćelijskom metabolizmu. 

Kada su deo fizioloških procesa, ROS i RNS se nalaze i deluju u niskim koncentracijama, a 

njihova produkcija se nalazi pod kontrolom ćelijskih antioksidativnih mehanizama (Dröge, 

2002). U uslovima kada se ova ravnoteža naruši, dolazi do pojačanog nastanka ROS i RNS čije 

reaktivno dejstvo na biomolekule uvodi ćeliju u stanje oksidativnog ili nitrozativnog stresa 

(Valko i sar., 2007). 

Proteini su zbog uloge koju imaju u svim metaboličkim putevima visoko prisutni u svim 

ćelijama, i zbog toga su među prvim biomolekulima sa kojima ROS i RNS dolaze u kontakt. 

Reaktivne kiseonične i azotne vrste mogu da promene strukturu proteinima na svim nivoima, od 

primarnog do kvarternog (kod proteina sa više subjedinica) (Dalle-Donne i sar., 2006). 

Oksidativna oštećenja na proteinima nastaju ili direktnim delovanjem ROS i RNS na proteine, ili 

indirektno, reakcijom proteina sa sekundarnim produktima oksidativnog i nitrozativnog stresa. 

Oksidacija proteina se odvija na tri moguća načina: oksidativnom modifikacijom bočnih nizova 

na gotovo svim aminokiselinama, cepanjem peptidne veze i formiranjem različitih proteinskih 

spojeva (Stadtman i Berlett, 1997; Davies i sar., 2005). Oksidativni i nitrozativni stres mogu da 

dovedu do reverzibilnih i ireverzibilnih modifikacija na proteinskim molekulima (Dalle-Donne i 

sar., 2006). Aminokiseline koje su najosetljivije na delovanje ROS i RNS su, pre svega cistein, 

ali i metionin, arginin i histidin, što proteine u čiji sastav ulaze ove aminokiseline čini 

najpodložnijim oksidaciji (Stadtman, 2004). Oksidacija –SH grupe cisteina može da rezultira 

reverzibilnim formiranjem disulfidnih mostova između proteina i tiola male molekulske mase, 

kao što je glutation (GSH), ali i do stvaranja novih intra- i inter-molekulskih veza zbog čega 

dolazi do promene u konformaciji i funkciji proteina (Dalle-Donne i sar., 2006). U oksidativne 

promene na proteinima spada i proces karbonilacije. Karbonilacija proteina je ireverzibilni 

proces zbog čega su karbonilne grupe veoma pogodan biomarker oksidativnih promena na 

proteinima. Karbonilovani proteini ne mogu da povrate svoju strukturu i funkciju pa se ili 

uklanjaju procesom proteolitičke degradacije, ili se, što je daleko češće, akumuliraju u ćeliji i van 

nje (Davies, 2005). Zbog smanjenog kapaciteta da ukloni oksidovane proteine, akumulacija 

nefunkcionalnih proteina je sve veća i teče do momenta kada ovi proteinski agregati ne izazovu 

metaboličku disfunkciju i inicijaciju apoptotoze ili nekoze (Dalle-Donne i sar., 2006). Kao 

posledica povećane koncentracije RNS dolazi do nitrozativne modifikacije proteina, najčešće na 

cisteinskim ostacima. Metaboliti NO˙ radikala (N2O3 i ONOO−) mogu da formiraju adukte sa –

SH grupama, kada nastaju S-nitrozotioli (Dalle-Donne i sar., 2006). 

Najveći broj oksidativnih oštećenja koja se dešavaju na proteinima su ireverzibilna što ima 

velike posledice u ćelijskoj funkciji jer dolazi do inhibicije enzimske i receptorne aktivnosti, 
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pojačane podložnosti ka agregaciji proteina kao i proteolizi, ali i promenjenom status imunog 

sistema (Grune i sar., 2003; Requena i sar., 2003; Dalle-Donne i sar., 2006). Reaktivna vrsta koja 

najčešće dovodi do oksidativnih oštećenja na proteinima je ONOO− (Lobo i sar., 2010). 

Nezasićeni fosfolipidi su posebno osetljivi na oksidacione procese u ćeliji (Siems i sar., 1995). 

Lipidna peroksidacija je lančana radikalska reakcija koja igra važnu ulogu u oštećenju strukture 

ćelijske membrane i time menja njenu fiziološku funkciju. Najčešći inicijator lipidne 

peroksidacije je OH˙ radikal koji reaguje sa nezasićenom masnom kiselinom na mestu dvostruke 

veze. Kao rezultat reakcije, molekul lipida daje veoma reaktivni lipidni-radikal (L˙) koji vrlo 

brzo reaguje sa kiseonikom dajući lipidni peroksil radikal (LOO˙) koji sa susednom nezasićenom 

masnom kiselinom daje lipidni peroksid (LOOH) i novi L˙ čime se reakcija širi dalje (jed. 8-10).  

 

LH + OH˙  L˙ + H2O  (jednačina 8) 

L˙ + O2  LOO˙  (jednačina 9) 

LOO˙ + LH  LOOH + L˙  (jednačina 10) 

 

Na ovaj način teče lančani proces lipidne peroksidacije čiji krajnji produkt su malonaldehidi 

(MDA), koji se koriste kao biomarkeri oksidativnog oštećenja fosfolipida (Valko i sar., 2007).  

Oksidovane masne kiseline u fosfolipidima membrane nakon peroksidacije postaju polarnije, pa 

se skraćuju zbog prisustva aldehidne ili hidroksiperoksidne grupe (Porter i sar., 1995). Na taj 

način lipidna peroksidacija dovodi do fizičkih oštećenja na lipidnom dvosloju membrane što za 

posledicu ima promenu u permeabilnosti membrane zbog povišenog mikroviskoziteta u 

delovima membrane gde se dodiruju lipidni radikali (Stark, 1991). Lipidna peroksidacija 

bioloških membrana rezultuje gubitkom fluidnosti membrane, promenom u membranskom 

potencijalu i povećanoj propustljivosti membrane (Ghorbel i sar., 2017). Lipidna peroksidacija 

se dovodi u vezu sa različitim bolestima kao što su Parkinsonova i Alchajmerova bolest 

(Butterfield i Sultana, 2001), arteroskleroza (Diaz i sar., 1997) i različiti upalni procesi (Wood i 

sar., 2003). 

Sve ćelije bioloških sistema su konstantno izložene egzogenim i endogenim agensima koji mogu 

da nanesu štetu nukleinskim kiselinama. Poznato je da su DNK i RNK osetljivi na oksidativna 

oštećenja (Lobo i sar., 2010). Jedna od najopasnijih lezija koja može da je javi na DNK kao 

rezultat delovanja ROS i RNS je prekid na oba lanca, međutim, pored toga mogu da se dese i 

prekidi na jednom lancu, unakrsno povezivanje DNK-DNK, unakrsno povezivanje DNK-protein, 

kao i modifikacija baza i šećernih komponenti nukleotida (Simić i Jovanović, 1986). Obično se 

8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-G) uzima kao biomarker oksidativnog stresa na nukleinskim 

kiselinama (Griffiths i sar., 2002). Molekul DNK mogu da oštete i RNS koje dovode do nitracije 

i deaminacije purina (Dalle-Donne i sar., 2006). Puno je dokaza koju ukazuju na to da 

oksidativno oštećenje molekula DNK predstavlja prvi korak u procesima karcinogeneze i 

starenja (Valko i sar., 2006).  

Oksidativni stres može da aktivira ili da blokira efekrotne kaspaze, u zavisnosti od toga koji 

metabolički put se aktivira (Chandra i sar., 2000). Vodonik peroksid može da blokira aktivaciju 

kaspaza direktnom oksidacijom cisteinskih grupa (Hampton i sar., 1997; Chandra i sar., 2000), 

ali može i da indukuje apoptozu oslobađanjem citohroma c iz mitohondrija, aktivacijom kaspaze-

9 i aktivacijom efektornih kaspaza (Chandra i sar., 2000).  
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1.3.4. Antioksidativni mehanizmi zaštite 

 

Ravnoteža između fiziološke i patofiziološke funkcije slobodnih radikala je veoma delikatna i 

postiže se pomoću mehanizama antioksidativne zaštite koji održavaju redoks homeostazu u ćeliji 

(Dröge, 2002). Mehanizmi antioksidativne zaštite mogu da budu enzimski katalisani, ali mogu i 

da se odvijaju bez prisustva enzima, međutim, i pored razlike u načinu na koji uklanjaju ROS i 

RNS, antioksidativni mehanizmi uvek funkcionišu zajedno.  

 

1.3.4.1. Enzimski mehanizmi antioksidativne zaštite 

 

Ćelijski mehanizmi za odbranu od dejstva ROS i RNS enzimski katalisanim procesima uključuju 

katalitičko delovanje enzima kao što su CAT, SOD, GPx, glutation-S-transferaza (GST) i 

glutation reduktaza (GR). Antioksidativni enzimi su prisutni u, gotovo, svim kompartmentima 

ćelije, ali zbog velike verovatnoće nastanka slobodnih radikala u mitohondrijama, za ovu 

organelu je karakteristično i visoko prisustvo antioksidativnih enzima. 

 

1.3.4.1.1. Superoksid dismutaza 

 
Superoksid dismutaza, SOD (EC 1.15.1.1) je enzim koji katališe reakciju dismutacije O2˙⁻ u 

H2O2 što je prva reakcija u ćelijskoj odbrani od O2˙⁻ radikala i ONOO− (Fukai i Ushio-Fukai, 

2011). Prema hemijskoj prirodi, SOD su metaloproteini koji pri pH 7 imaju najveći poznati 

enzimski prometni broj (~105 M-1 s-1). Visok prometni broj SOD enzima je od velikog značaja za 

održavanje što niže koncentracije O2˙⁻ (oko 10-10 mol/l) u živim sistemima.  

Enzim SOD se javlja u četiri poznate izoforme koje se razlikuju po katjonu prelaznog metala koji 

ima ulogu kofaktora u aktivnom centru: Cu,ZnSOD (SOD1), MnSOD (SOD2) i FeSOD i 

NiSOD. Iako se svaka izoforma eksprimira sa posebnog gena i ima specifičnu subcelularnu 

lokaciju, sve izoforme SOD katališu istu reakciju, ali sa različitom efikasnošću. Mehanizam 

dismutacije O2˙⁻ u H2O2 pomoću SOD uključuje redukciju i reoksidaciju katjona metala koji je 

sastavni deo aktivnog mesta enzima (jed. 11 i 12) (Fukai i Ushio-Fukai, 2011).  

 

Mehanizam dismutacije O2˙⁻ teče u dve reakcije: 

 

M(n+1)-SOD + O2˙⁻  Mn+-SOD + O2 (jednačina 11) 

Mn+-SOD + O2˙⁻ + 2H+  M(n+1)-SOD + H2O2 (jednačina 12) 

M: Cu (n=1), Mn (n=2), Fe (n=2), Ni (n=2) 

 

Superoksid dismutaza ima centralnu ulogu u antioksidativnoj odbrani pa je zato aktivnost ovog 

enzima u uslovima oksidativnog stresa povišena (Hazneci i sar., 2005).  

Cu,ZnSOD je enzim koji se javlja u vidu intracelularne i ekstracelularne SOD. Superoksid 

dismutaza koja je locirana u unutrašnjosti ćelije (SOD1) se nalazi u nukleusu, citosolu, 

peroksizomima i u unutrašnjoj membrani mitohondrija (Qin i sar., 2007). SOD1 je homodimer 

kojem se u aktivnom centru svake subjedinice nalazi katjon bakra koji menja oksidaciono stanje 

između +1 i +2 i time omogućava reakciju dismutacije. Katjon cinka je značajan u kontekstu 

stabilizacije same enzimske strukture i nema katalitičku ulogu. Povišen nivo aktivnosti SOD1 

izaziva porast u nivou H2O2 (Elroy-Stein, 1986), a povišeni nivo H2O2 ima inhibitorni efekat na 
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ovaj enzim (Fukai i Ushio-Fukai, 2011). Ekstracelularna SOD (SOD3) je glikozilovani 

homotetramer kod kojeg se i bakar i cink nalaze u aktivnom centru kao kofaktori (Frodovich, 

1995). Poluživot SOD1 iznosi 6-10 minuta (Gorecki i sar., 1991). 

MnSOD (SOD2) je u obliku homotetramera, lociranog u matriksu mitohondrija.  Ova izoforma 

enzima SOD je prva zadužena za dismutaciju O2˙⁻ nastalog na respiratornom lancu (Qin i sar., 

2007). MnSOD izoforma se sintetiše u citoplazmi da bi se, zatim, transportovala u matriks 

mitohondrija. Za razliku od Cu,ZnSOD, povišen nivo H2O2 ne izaziva inhibiciju aktivnosti 

MnSOD (Fukai i Ushio-Fukai, 2011). Poluživot SOD2 iznosi 5-6 sati (Gorecki i sar., 1991).  

FeSOD i NiSOD su izoforme koje su prisutne samo kod prokariota, dok je FeSOD prisutan i u 

hloroplastima biljaka. FeSOD je dimerni protein, dok je NiSOD homoheksamer sa katjonom 

nikla u aktivnom centru svake subjedinice (Yost i Frodovich, 1973). 

 

1.3.4.1.2. Katalaza  

 
Katalaza (EC 1.11.1.6) je antioksidativni enzim koji zajedno sa SOD, GPx, GR i GST 

predstavlja prvu liniju intracelularne antioksidativne odbrane (Dröge, 2002). Katalaza je 

homotetramer sa feriprotoporfirinom kao kofaktorom u aktivnom centru svake subjedinice 

(Matés, i sar., 1999). 

Katalaza se kod sisara nalazi u mitohondrijama i peroksizomima svih tkiva, ali je najviše ima u 

ćelijama jetre i u eritrocitima (Limon-Pacheco i Gonsebatt, 2009). Osnovna uloga katalaze u 

antioksidativnom odgovoru je kataliza reakcije uklanjanja H2O2 pri čemu se H2O2 razlaže na 

vodu i molekulski kiseonik (jed. 13) (Chelikani i sar., 2004). 

 

2 H2O2 → 2 H2O + O2 (jednačina 13). 

 

Katalaza je enzim koji karakteriše vrlo visok prometni broj, te ovaj enzim nije saturisan ni pri 

jednoj koncentraciji H2O2 (Lledías i sar., 1998). Za održavanje fizioloških uslova neophodno da 

jedan molekul katalaze bude u stanju da dismutuje milione H2O2 molekula u sekundi (Chelikani i 

sar., 2004). Kada se H2O2 ne uklanja sa dovoljnom efikasnošću zbog niske koncentracije enzima 

koji inaktivišu perokside, on može da inaktivira SOD1 izoenzim i time doprinese još jačem 

efektu oksidativnog stresa (Bray i sar., 1974). 

 

1.3.4.1.3. Glutation peroksidaza 

 
Glutation peroksidaza (EC 1.11.1.19) je antioksidativni enzim koji katalizuje reakciju u kojoj 

dolazi do redukcije peroksida uz paralelnu oksidaciju GSH, ili nekih drugih tiola (jed. 14) 

(Pamplona i Costantini, 2011). 

 

2GSH + H2O2→ GSSG + 2H2O  (jednačina 14) 

 

Glutation peroksidaza je jedini antioksidativni enzim koji ne sadrži jon metala u katalitičkom 

centru, već neke od izoformi efikasnost povećavaju delovanjem selena (Pamplona i Costantini, 

2011). Ovaj enzim se kod eukariota nalazi u citosolu, mitohondrijama, peroksizomima, ali i u 

međućelijskom prostoru gotovo svih ćelija. 

Glutation peroksidaza je funkcionalno komplementarna sa CAT, jer je osnovna uloga ovog 

enzima da uklanja perokside. Ipak, GPx i CAT imaju različit afinitet prema peroksidima, pa je 
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GPx koja ima viši afinitet prema supstratu funkcionalna kada je koncentracija peroksida u ćeliji 

niska. Katalaza preuzima katalitičku aktivnost kada koncentracija peroksida poraste, budući da 

CAT ima nizak afinitet prema supstratu (Pamplona i Costantini, 2011). Do sada je otkriveno 

najmanje pet GPx izoformi, međutim, pokazalo se da im je ekspresija tkivno-specifična 

(Hoffman i sar., 2007).  

 

1.3.4.1.4. Glutation-S-transferaza 

 
Glutation-S-transferaza (EC 2.5.1.18) je veoma važan enzim u procesu detoksikacije i odbrane 

organizma pri oksidativnom stresu i u uslovima pojačane izloženosti ksenobioticima. Glutation-

S-transferaza katališe reakciju konjugacije regukovanjog GSH sa elektrofilnim centrima 

ksenobiotika, endogenih elektrofila i produkata oksidativnih oštećenja. Značaj ove reakcije je 

veliki, jer su nastali konjugati hidrofilni i mogu se lako izlučiti iz organizma (Beutler i Eatan, 

1992).  

 

1.3.4.1.5. Glutation reduktaza 

 
Glutation reduktaza (EC 6.1.4.2) je enzim koji katališe reakciju u kojoj se redukuje disulfidna 

veza kod oksidovanog GSH (GSSG) i disulfida nastalih kao rezultat reakcije GSH sa 

molekulima koji sadrže –SH grupe (jed. 15). Cilj ove reakcije je održavanje visoke koncentracije 

redukovanog GSH u ćeliji prevođenjem GSH iz oksidovanog u redukovani oblik (Uhlig i 

Wendel, 1992).  

 

GSSG + NADPH + H+ → 2GSH + NADP+  (jednačina 15) 

 

Glutation reduktaza funkcioniše uz učeće NADPH kao koenzima (Uhlig i Wendel, 1992). 

NADPH + H+ nastaje u procesu katabolizma glukoze u pentozofosfatnom putu, pa je u tom 

smislu i aktivnost GR usko povezana sa intenzitetom pomenutog metaboličkog puta. U sisarskim 

ćelijama je najveći deo GR aktivnosti lokalizovan u citosolu, dok se manji deo odvija u 

mitohondrijama (Chance i sar., 1979). 

 

1.3.4.2. Neenzimski mehanizmi antioksidativne zaštite  

 

Pored antioksidativnih enzima, u ćeliji postoji niz endogenih neenzimskih antioksidanata. 

Neeznimski mehanizmi antioksidativne zaštite vrše redukciju slobodnih radikala pomoću donora 

elektrona male molekulske mase kao što su glutation (GSH), vitamin E, vitamin C, urat i 

karotenoidi (Birben i sar., 2012). Kao posledica reakcije uklanjanja ROS, koja je najčešće 

direktna, neenzimski antioksidansi prelaze u oksidovani oblik iz kojeg se ubrzo vraćaju u 

redukovano stanje (Pamplona i Costantini, 2011). Mala molekulska masa ovih antioksidanata je 

prednost, jer im omogućava eliminaciju ROS i RNS na mestima koja nisu pristupačna krupnim 

antioksidativnim enzimima. Takođe, neenzimski antioksidansi zbog raznolikosti hemijskog 

porekla mogu da funkcionišu i u hidrofilnoj i u lipofilnoj ćelijskoj sredini (Pamplona i 

Costantini, 2011).  
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1.3.4.2.1. Glutation (GSH) i redukovane -SH grupe (tiol grupe) 

 
Tioli su jedinjenja koja imaju –SH grupu kao funkcionalnu grupu, zahvaljujući cisteinskoj 

rezidui koju poseduju. Sulfhidrilne grupe su izrazito važne u velikom broju intracelularnih 

reakcija jer redoks status cisteinskih rezidua učestvuje u regulaciji strukture i funkcije mnogih 

enzima, receptora i transkripcionih faktora (Grant i sar., 1999). Oksidacija –SH grupe je jedna od 

prvih reakcija koja može da se uoči u nizu procesa koji počinju da se odvijaju kao odgovor 

tokom oksidativnog stresa pošto se u poređenju sa svim drugim proteinskim reziduama, 

cisteinske residue najlakše oksiduju (Dean i sar., 1997).  

Oksidacija –SH grupa može da teče u dva pravca. Jedan od njih je formiranje proteinskih 

disulfida (S-S), preko dva cisteina. Sa druge strane, -SH grupa može da dođe u kontakt i sa 

različitim tiolima niske molekulske mase (protein S-tiolacija). Protein S-tiolacija ima 

antioksidativnu funkciju jer sprečava ireverzibilnu oksidaciju cisteinskih rezidua u više 

oksidativno stanje nakon izloženosti slobodnim kiseoničnim radikalima (Thomas i sar., 1994). 

Modifikacija S-tiolacijom nije enzimski katalisani proces i odvija se u vidu reakcije između 

delimično oksidovanog protein-sulfhidrila sa tiolima kao što su cistein ili GSH, ili u vidu 

reakcije disulfidne razmene sa oksidovanim disulfidnim oblikom glutationa, GSSG (Thomas i 

sar., 1994). Ove reakcije su reverzibilne i služe kao efikasna zaštita u uslovima oksidativnog 

stresa.  

Glutation je veoma zastupljen intacelularni tiol male molekulske mase sa antioksidativnom 

ulogom (Birben i sar., 2012). U hemijskom smislu, GSH je tripeptid (γ-glutamilcisteinilglicin) 

koji se sintetiše od glicina, cisteina i glutamata u ćelijama jetre i ima značajnu ulogu u zaštiti 

ćelije od slobodnih radikala i detoksikaciji ksenobiotika (Cheng i sar., 2017). Najveći procenat 

intracelularnog GSH (85-90%) se nalazi u citosolu, dok je ostatak prisutan u mitohondrijama, 

matriksu jedra i peroksizomima (Lu, 2000).  

Glutation je molekul koji ima veliki broj funkcija i koji učestvuje u mnogim ćelijskim reaktivnim 

procesima. Glutation reaguje sa različitim elektrofilnim molekulima, metabolitima i 

ksenobioticima pri čemu nastaju konjugati koji se eliminišu iz ćelije, i od kojih dalje nastaje 

merkapturna kiselina koja se lako eliminiše iz organzma jer je hidrosolubilna (Wu i sar., 2004). 

Zahvaljujući visokoj, milimolarnoj, koncentraciji GSH unutar ćelije (1-11 mM u citoplazmi), 

intracelularna oksido-redukciona ravnoteža je pomerena ka redukciji (Valko i sar., 2007). 

Glutation uklanja ROS i RNS sa velikom efikasnošću kako direktno, tako i indirektno, kroz 

enzimski katalisane procese. Iako primarno predstavlja molekul koji pripada neenzimskoj 

antioksidativnoj zaštiti, GSH učestvuje i u nekim enzimskim antioksidativnim procesim kao deo 

GSH-zavisnog antioksidativnog sistema koji se sastoji od GSH i funkcionalno zavisnih enzima 

kao što su GST, GPx i GR (Fang i sar., 2002). Zbog cisteinske rezidue koju poseduje, GSH se 

delovanjem elektrofilnih supstanci lako oksiduje do GSSG, kako direktno, tako i uz pomoć 

ezima GPx (Wu i sar., 2004). Da bi se održala intracelularna redukovana sredina, neophodno je 

da se glutation vrati iz oksidovanog stanja (GSSG) u redukovani oblik (GSH), što se postiže 

delovanjem enzima GR (Uhlig i Wendel, 1992). Odnos redukovanog i oksidovanog oblika 

glutationa (GSH/GSSG) je značajni marker za karakterizaciju oksidativnog stresa budući da je u 

ćeliji prisutan u velikoj količini i da ima ulogu u zaštiti ćelije (Wu i sar., 2004). Pad u 

koncentraciji intracelularnog GSH usled intenzivnih procesa konjugacije ili oksidacije se uzima 

kao kriterijum za dokaz potencijalnog oksidativnog stresa i niza negativnih posledica do kojih on 

dovodi. GSH/GSSG redoks par je u uskoj vezi sa promenama u intracelularom redoks 

potencijalu. Visoka vrednost GSH/GSSG odnosa je važna zbog adekvatne oksidativne zaštite. 
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Narušavanje ovog odnosa izaziva aktivaciju transkripcionih faktora koji su osetljivi na promenu 

redoks potencijala u ćeliji kao što su NF-κB, AP-1, nuklearni faktor aktiviranih T-ćelija i 

hipoksija-inducibilni faktor 1 koji učestvuju u inflamaciji (Birben i sar., 2012). Glutation ima 

ulogu u vraćanja vitamina C i E u njihove aktivne forme (Birben i sar., 2012). Glutation 

interaguje i sa proapoptotskim i antiapoptotskim signalnim molekulima čime štiti ćeliju od 

apoptoze (Masella i sar., 2005).  

Redoks stanje ćelijskih tiola je ključni mediator niza metaboličkih, signalnih i transkripcionih 

procesa pa je ravnoteža između oksidacionog i redukovanog stanja tiolskih molekula neophodna 

za normalnu funkciju svake ćelije (Bulteau i sar., 2012). Opis statusa tiola u organizmu se 

postiže kvantitativnim opisom distribucije –SH grupa u dva tipa tiolnih jedinjenja: tiolima niske 

molekulske mase (redukovani i oksidovani glutation, cistein i cistin), i tiolima visoke molekulske 

mase gde spadaju protein tioli.  Kako se redukovani glutation, GSH, kao glavni unutarćelijski 

neproteinski sulfhidrilni molekul u fiziološkim uslovima nalazi u 10-100 puta većoj koncentraciji 

od svog oksidovanog oblika (GSSG), tako su i proteini sa sulfhidrilnom grupom (P-SH) 

prisutniji od mešovitih disulfidnih molekulskih kompleksa, kao što je glutation-proteinski 

kompleks (GSSP) (Rossi i sar., 1995). Mešoviti disulfidni proteinski kompleksi nastaju u 

reakcijama gde dolazi do tiol-disulfidne razmene između GSH sa protein disulfidima (PSSP), ili 

između GSSG i P-SH, a obe reakcije katališe enzim tioltransferaza (jed. 16 i 17) (Mannervik i 

Axelsson, 1980): 

 

GSSG + PSH  GSSP + GSH  (jednačina 16) 

GSH + PSSP  GSSP + PSH  (jednačina 17) 

 

Različite reakcije kao što su nitrozilacija (S-NO), hidroksilacija (S-OH), glutationilacija (S-SG) i 

formiranje proteinskih disulfida (S-S) mogu da dovedu do redoks modifikacije –SH grupa u 

proteinima. Za mnoge proteine je karakteristično da su aktivni onda kada su im –SH grupe u 

tiolnoj, redukovanoj formi, dok je za druge proteine neophodno da –SH grupe budu u 

oksidovanoj, disulfidnoj formi. Budući da su ove reakcije tiol-disulfidne promene povratne, 

predstavljaju važan fiziološki mehanizam regulacije oksido-redukcionog statusa ćelije (Schafer i 

Buettner, 2001). 

 

1.3.4.2.2. Askorbinska kiselina (vitamin C) 

 
Askorbinska kiselina je visoko hidrosolubilni antioksidativni molekul, koji uklanja molekule 

ROS i RNS iz intracelularne i ekstracelularne vodene faze (Birben i sar., 2012). Askorbinska 

kiselina je redukovani oblik vitamina C koja ima ulogu kofaktora mnogim enzimima (Tamari i 

sar., 2013). Budući da je veoma jak antioksidant, askorbinska kiselina zajedno sa GSH zauzima 

značajno mesto u antioksidativnom sistemu koji održava intracelularno redoks stanje (Birben i 

sar., 2012).  

Nakon reakcije sa ROS, askorbat prelazi u svoj oksidovani oblik, koji može ponovo da se 

redukuje delovanjem NADPH-zavisne (Rose i Bode, 1993) ili GSH-zavisne (Wells i Xu, 1994) 

dehidroaskorbat reduktaze. Pored toga, askorbat ima veoma važnu ulogu u regeneraciji molekula 

α-tokoferola iz α-tokoferol radikala (Birben i sar., 2012). 
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1.3.4.2.3. Vitamin E (α-tokoferol) 

 
Vitamin E, α-tokoferol (α-T-OH), je liposolubilni antioksidans koji je naročito važan u procesu 

uklanjanja peroksil radikala. Peroksil jon je ključni molekul u inicijaciji lipidne peroksidacije, pa 

u tom smislu vitaminu E pripada uloga antioksidansa koji sprečava sukcesivne reakcije stvaranja 

slobodnih radikala u ćelijskoj membrani, a time i sam proces lipidne peroksidacije (Traber i 

Atkinson, 2007). Brzina reakcije peroksilnih jona sa vitaminom E je oko 1000 puta brža od 

reakcije peroksilnog jona sa nezasićenom masnom kiselinom (Traber i Stevens, 2011). Tokom 

ove reakcije hidroksilna grupa tokoferola reaguje sa peroksil radikalima (jed. 18). 

 

ROO˙/LOO˙ + α-T-OH  ROOH/LOOH + α-T-O˙  (jednačina 18) 

 

Tokoferil radikal (α-T-O˙) koji nastaje kao produkt reakcije je slabije reaktivan od peroksil 

radikala zbog čega ne stupa u dalju reakciju sa lipidima membrane i time se lančana reakcija 

lipidne peroksidacije završava. Tokoferil radikal se regeneriše u α-tokoferol zahvaljujući reakciji 

sa askorbinskom kiselinom (jed. 19) (Buettner, 1993). 

 

α-T-O˙ + AH2  α-T-OH + A˙  (jednačina 19) 

 

Iako u reakciji nastaje askorbil radikal (A˙), on se redukuje enzimskim putem uz NADPH ili 

GSH kao kofaktorima (Rose i Bode, 1993, Wells i Xu, 1994). 

 

1.3.4.2.4. Karotenoidi 

 
Karotenoidi su liposolubilna jedinjenja koja se u prirodi javljaju kao pigmenti biljnog porekla 

(Birben i sar., 2012). Za β-karoten, kao najzastupljenijeg predstavnika karotenoida, je 

karakteristično da može da reaguje sa ROO˙ radikalom, OH˙ radikalom i O2˙⁻ radikalom (El-

Agamey i sar., 2004). Karotenoidi, takođe, odlično uklanjaju singlet kiseonik.  

Aktivacija adekvatnog zaštitnog mehanizma, bilo enzimske ili neenzimske prirode, je inicijalni 

odgovor svake ćelije na stresni stimulus koji bi doveo do oksidativnog ili nitrozativnog stresa. 

Međutim, kada jačina stimulusa prevazilazi kapacitet zaštitnog mehanizma, dolazi do aktivacije 

mehanizma koji vodi ka ćelijskoj smrti, a koji tip ćelijske smrti će se aktivirati, zavisi od jačine i 

tipa stresnog stimulusa. 

 

1.3.5. Uticaj akrialmida na pojavu oksidativnog stresa 

 

Oksidativni stres i uloga reaktivnih kiseoničnih vrsta (eng. Reactive oxygen species - ROS) u 

patološkim stanjima i toksičnosti su dve veoma važne teme u biomedicinskim naukama 

(Omurtag i sar., 2008; Alturfan i sar., 2012). Ima puno dokaza koji ukazuju na to da akrilamid 

ima citotoksični efekat koji se manifestuje kroz uticaj na redoks-status ćelija koji se pomera u 

smeru oksidativnog stresa usled intenzivne produkcije ROS (Yousef i El-Demerdash, 2006; 

Parzefal i sar., 2008; Cao i sar., 2008; Oliveira i sar., 2009; Zhang i sar., 2009; Park i sar., 2010; 

Venkatasubbaiah i sar., 2014). Akrilamid dovodi do promena u vrednostima parametara 

oksidativnog stresa kako pri visokim, tako i pri niskim dozama (Yousef i El-Demerdash, 2006). 

Studije pokazuju da su mitohondrijalna disfunkcija i oksidativni stres glavni mehanizmi koji su 

uključeni u citotoksičnost i genotoksičnost akrilamida (Halliwell, 2006; Zhang i sar., 2017). 
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Akrilamidom izazvani oksidativni stres se karakteriše intenzivnim procesom lipidne 

peroksidacije, povišenim nivoom protein-karbonila kao i smanjenim intenzitetom enzimskih i 

neenzimskih antioksidativnih procesa (Shinomol i sar., 2013). 

Eksperimentalno je pokazano da akrilamid ima efekat na funkciju antioksidativnih enzima 

(Yousef i El-Demerdash, 2006; Ghorbel i sar., 2015). Poznato je da u enzimskoj antioksidativnoj 

zaštiti superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GPx) predstavljaju 

prvu liniju odbrane od oksidativne povrede. Superoksid dismutaza katališe dismutaciju 

superoksidnih radikala (O2˙–) u moleksilski kiseonik (O2) i vodonik peroksid (H2O2) što 

predstavlja prvi korak kod odbrambenog mehanizma od oksidativnog stresa (McCord i sar., 

1978). Nastali H2O2, kod kičmenjaka, prvenstveno neutrališu CAT i GPx  (Fukai i Ushio-Fukai, 

2011). Ovi procesi funkcionišu koordinisano i ukoliko dođe do promene u nivou bilo kojeg od 

ovih enzima, ćelija će ući u stanje oksidativnog stresa. Citotoksični efekat akrilamida se upravo 

objašnjava neadekvatnim dejstvom antioksidativnih enzima usled poremećaja u intenzitetu 

njihove aktivnosti (Ghorbel i sar., 2015). U studiji koju su sproveli Ghorbel i sar. (2015), 

pokazano je da tretman akrilamidom izaziva pad u nivou CAT i GPx, ali i značajan porast u 

nivou ekspresije SOD, što je jasan znak da je akrilamid doveo do produkcije slobodnih radikala 

koja je prevazišla kapacitet mehanizama za detoksikaciju. Porast aktivnosti SOD je 

kompenzatorna reakcija organizma koja dolazi kao odgovor na povišenu produkciju slobodnih 

radikala (Ghorbel i sar., 2015).  

Akrilamid može da reaguje sa svim molekulima koji sadrže -SH, -NH2 i -OH grupe zbog čega 

lako reaguje sa GSH i formira glutation S-konjugate što je prvi korak u biotransformaciji 

elektrofila u merkapturnu kiselinu (Settels i sar., 2008). Konjugacija sa GSH je jedan od 

osnovnih puteva metabolizma akrilamida u biološkim sistemima (Parzefall, 2008). Konjugacija 

akrilamida i GSH smanjuje koncentraciju raspoloživog GSH što najčešće rezultuje pojačanom 

lipidnom peroksidacijom (Lash, 2006; Yousef i El-Demerdash, 2006). I eksperimentalno je 

potvrđeno da delovanje akrilamida izaziva porast u koncentraciji biomarkera lipidne 

peroksidacije u jetri, testisima, mozgu, bubrezima i plućima (Yousef i El-Demerdash, 2006). 

Takođe, smanjeni nivo raspoloživog intracelularnog GSH usled delovanja akrilamida favorizuje 

procese oksidativnog stresa (Mytilineou i sar., 2002) i apoptoze u ćelijama gastrointestinalnog 

trakta (Rodriguez-Ramiro i sar., 2011). 

Do danas, kao što je već pomenuto, postoji niz nedvosmislenih dokaza da akrilamid ima 

neurotoksični efekat (Brat i Brimijion, 1993; Costa i sar., 1995; Barber i sar., 2001; LoPachin, 

2002a; LoPachin, 2002b; Friedman, 2003; LoPachin, 2004; Dybing i sar., 2005; LoPachin i 

Gavin, 2012; Pennisi i sar., 2013). Oksidativni stres stoji u osnovi patologije velikog broja 

hemijski izazvanih neuroloških poremećaja (Selvakumar i sar., 2013), a uloga oksidativnog 

stresa i akrilamidom indukovane neuropatije je dokazana više puta (Prasad i Muralidhara, 2013; 

Prasad i Muralidhara, 2014; Pan i sar., 2015). Pad u koncentraciji GSH je ključni momenat u 

procesu nastanka neurodogenerativnih oboljenja (Schulz i sar., 2000). Smanjenje nivoa GSH 

utiče na konformaciju i katalitičku aktivnost proteina koji sadrže –SH grupu, što je pogubno za 

mitohondrijalnu funkciju moždanih neurona (Aydin, 2017). Poremećaj u regulaciji glijalne 

aktivnosti tokom toksičnog efekta ometa funkcionalnost neurona i izaziva neurološku 

disfunkciju (Mrak i Griffin, 2005). Aktivirane mikroglije i reaktivni astrociti pojačavaju 

neurološku povredu oslobađajući proinflamatorne citokine kao što su faktor nekroze tumora-α 

(TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), pojačavaju transkripciju gena za inducibilnu azot oksid 

sintetazu (iNOS) i produkciju ROS što može da dovede do oboljenja kao što su Alchajmerova i 
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Parkinsonova bolest (Frank–Cannon i sar., 2009; Ghosh i sar., 2012). Do slične biohemijske 

slike dovodi i dejstvo akrilamida jer je poznato da akrilamid izaziva pojačanu transkripciju gena 

iNOS (Liu i sar., 2015), kao i pojačanu sintezu proinflamatornih citokina (Alturfan i sar., 2012). 

Mozak je organ naročito osetljiv na delovanje ROS i reaktivne azotne vrste (eng. Reactive 

nitrogen species – RNS) zbog niske antioksidativne zaštite i većeg potencijala lipidne 

peroksidacije usled visokog sadržaja polinezasićenih masnih kiselina (Aydin, 2017).  

Pad u produkciji energije zbog mitohondrijalne disfunkcije nastale usled oksidativnog stresa 

predstavlja razlog nastanka mnogih neurodegenertivnih oboljenja (Lin i Beal, 2006). Oksidativni 

stres može da utiče na inhibiciju Krebsovog ciklusa i procesa na elektron-transportnom lancu, što 

rezultuje padom u produkciji ATP-a i ćelijskom disfunkcijom (Calabrese i sar., 2001). 

Mitohondrijalne oksidativne fosforilaze (kompleksi I, III i IV) u mozgu pacova su značajno 

inhibirane nakon tretmana akrilamidom (Aydin, 2017). Tretman akrilamidom inhibira ključne 

enzime Krebsovog ciklusa u ćelijama mozga tretiranih pacova usled intenzivne produkcije H2O2 

koji inhibira pomenute enzime (Valko i sar., 2007). 

Akrilamid izaziva pojavu oksidativnog stresa i u testisima (Hasanin i sar., 2017) i ima negativan 

efekat na reprodukciju umanjujući fertilnost, kako kod ženki, tako i kod mužjaka (Chapin i sar., 

1995; Dearfield i sar., 1995). Akrilamid uzrokuje različit stepen degeneracije spermatogonija u 

seminifernim tubulima, uz prisustvo apoptotičkih ćelija (Hasanin i sar., 2017). Yang i sar. 

(2005b) su pokazali pad u broju spermatogenih ćelija, kao i smanjenje visine epitela seminifernih 

tubula i smatraju da je oksidativni stres najverovatniji uzrok ovih promena na testisima. 

Akrilamid dovodi do porasta u nivou MDA u homogenatu uzorka testisa pacova i apoptoze 

germinativnih ćelija (Yilmaz i sar., 2017; Hasanin i sar., 2017). Pojačana lipidna peroksidacija 

usled delovanja akrilamida ima za posledicu pojavu abnormalne morfologije spermatozoida 

(Venkatesh i sar., 2009).  
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1.4.  ĆELIJSKA SMRT 

 

1.4.1. Oksidativni stres i ćelijska smrt 

 

Veliki broj oboljenja nastaje kao posledica oštećenja tkiva usled pojave oksidativnog stresa u 

ćelijama koje ga izgrađuju. Mehanizam ove oksidativnim stresom izazvane povrede tkiva 

uključuje oksidativno oštećenje proteina, lipida i DNK, što uzrokuje ćelijsku disfunkciju i 

kasniju ćelijsku smrt u vidu apoptoze ili nekroze, što zavisi od intenziteta oksidativnog stimulusa 

(Hegedűs i sar., 2013). Dok apoptozu indukuju oksidativni stimulusi umerenog intenziteta, 

nekrozu indukuju jaki oksidativni efekti. 

Sve je veći broj istraživanja koja se bave uslovima pod kojima se dešava ćelijska smrt. Zbog toga 

je 2005. godine Komitet za nomenklaturu ćelijske smrti (eng. The Nomenclature Committee on 

Cell Death - NCCD) predložio da se ćelija može smatrati mrtvom u slučaju da ispunjava neki od 

sledećih morfoloških ili biohemijskih kriterijuma: (1) narušenu celovitost plazma membrane, (2) 

fragmentaciju jedra i formiranje apoptotskih telašaca i (3) pojavu da su ćelija ili delovi ćelije 

obuhvaćeni susednom ćelijom (Duprez i sar., 2009). Do sada je opisano nekoliko tipova ćelijske 

smrti: apoptoza, nekroza, piroptoza i nekroptoza (Creagh, 2014). Za razliku od nekroze, 

nekroptoze i piroptoze kod kojih dolazi do oštećenja ćelijske membrane, apoptoza je ćelijska 

smrt kod koje dolazi do fragmentacije apoptotske ćelije, bez oštećenja ćelijske membrane, a time 

i bez iniciranja inflamacionog odgovora (Platt i sar., 1998). Pored toga što neoštećena ćelijska 

membrana čuva integritet apoptotičkih tela koja nastaju kao rezultat fragmentacije ćelije koja 

podleže apoptozi, izostanku inflamatornog odgovora doprinose i činjenice da su apoptotske 

ćelije brzo uklonjene procesom fagocitoze, i da fagociti ne produkuju inflamatorne citokine 

(Kurosaka i sar., 2003). Apoptoza je tip ćelijske smrti koju odlikuju sledeće morfološke 

karakteristike: smanjenje ćelije, bubrenje membrane, kondenzacija hromatina, i fragmentacija 

jedra i citoplazme na apoptotička tela koja će biti fagocitovana od strane makrofaga. Sa druge 

strane, nekroza je tip ćelijske smrti prilikom koje dolazi do oštećenja ćelijske membrane i 

izlivanja ćelijskog sadržaja u ekstracelularni prostor, što prouzrokuje lokalnu inflamaciju i 

oštećenje okolnog tkiva (Ryter i sar., 2007). Često se termin apoptoza vezuje za programiranu 

ćelijsku smrt, dok se termin nekroza vezuje za nekontrolisani vid ćelijske smrti. Međutim, 

pokazalo se da i prilikom nekroze postoji sled karakterističnih signala i mehanizama koji je 

regulišu (Dunai i sar., 2011). 

Apoptoza izazvana oksidativnim stresom se dovodi u vezu sa inicijacijom apoptoze na nivou 

mitohondrija (Franco i sar., 2009). Mitohondrije su najčešće mesto nastanka ROS, a jedan od 

ciljnih molekula za ROS je mitohondrijalna DNK (mtDNK) budući da se nalazi blizu elektron 

transportnog lanca i ne poseduje histone koji bi joj predstavljali zaštitu. Oštećenje mtDNK 

nastalo delovanjem ROS rezultuje letalnim oštećenjem ćelije, jer promena na mtDNK ima za 

posledicu disrupciju elektrontransportnog lanca, procesa respiracije i sinteze ATP-a, kao i 

membranskog potencijala mitohondrijalne membrane. Pored delovanja na DNK, delovanje ROS 

u mitohondrijama može da bude na nivou proteina i lipida (Franco i sar., 2009). Oksidacija i 

inaktivacija nekih mitohondrijalnih proteina od strane ROS često stvara uslove u kojima se 

produkcija novih ROS još više intenzivira. Lipidna peroksidacija na nivou mitohondrija ometa 

mitohondrijalni metabolizam i dovodi do nastanka pukotina na mitohondrijalnoj membrani što je 

jedan od signala za početak apoptoze sa unutrašnjim putem inicijacije procesa.  
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Oksidacija na molekulu DNK i stres na endoplazmatskom retikulumu izazvani delovanjem ROS 

predstavljaju važne apoptotičke signale izazvane oksidativnim stresom. Oksidativno oštećenje na 

DNK izaziva stvaranje lezija u vidu 8-okso-deoksiguanozina, 8-okso-deoksiadenozina i 

deoksitimidin glikola koje selektivno iseca enzim DNK glikozilaza. Ukoliko oštećenja na DNK 

od strane ROS prevaziđu mogućnost ćelijskih mehanizama da izvrše reparaciju, dolazi do 

apoptoze (Franco i sar., 2009). 

 

1.4.2. Apoptoza 

 

Centralnu ulogu u procesu apoptoze imaju cistein-zavisni aspartat-specifični proteolitički enzimi 

kaspaze. Zbog njihove osobine da u aktivnoj formi pokreću i katališu kaskadu reakcija koje za 

cilj imaju programiranu ćelijsku smrt, kaspaze se u ćeliji nalaze u zimogenom obliku. Kaspaze 

koje učestvuju u apoptozi su podeljene na dve osnovne grupe: inicijatorske (kaspaze-2, -8, -9, -

10) i efektorne (izvršne) kaspaze (kaspaze-3, -6 i -7) (Elmore, 2007). Inicijatorske kaspaze imaju 

sposobnost homoaktivacije, dok se efektorne kaspaze aktiviraju katalitičkim delovanjem 

inicijatorskih kaspaza (Slee i sar., 1999). Efektorne kaspaze su glavni medijatori apoptoze i 

odgovorne su za morfološke i biohemijske promene koje su karakteristične za programiranu 

ćelijsku smrt. Njihov zadatak je da inaktiviraju proteine koji su važni za održavanje vitalnih 

ćelijskih procesa, da preseku međućelijske kontakte okolnih ćelija sa ćelijom koja je ušla u 

proces apoptoze, da naruše citoskelet, prekinu replikaciju i reparaciju DNK, naruše strukturu 

jedra, iniciraju biohemijske promene na površini ćelije koje će omogućiti lako prepoznavanje 

apoptotske ćelije od strane fagocita, i da dezintegrišu ćeliju do vezikularnih tela (Hampton i sar., 

1998; Hengartner, 2000). Kaspaza-3 se smatra za najvažniju efektornu kaspazu (McIlwain i sar., 

2013). 

 

1.4.2.1. Inicijacija apoptoze 

 

Mehanizam apoptoze je veoma kompleksan, energetski zavistan i visoko konzervativan proces 

koji se sastoji iz dve faze: faze inicijacije i efektorne (izvršne) faze. Iako postoje različiti signali 

za inicijaciju apoptoze, morfološke i biohemijske karakteristike efektorne faze programirane 

ćelijske smrti su vrlo uniformne i ne zavise od signala koji je doveo do inicijacije procesa 

(Kannan i Jain, 2000). Poznata su tri moguća puta za započinjanje apoptoze: spoljašnji put, 

unutrašnji put i perforin/granzimski put koji može da se odvija preko granzima B ili granzima A 

(Brunner i sar., 2003; Elmore, 2007). Spoljašnji, unutrašnji i granzim B put se spajaju na istom 

efektornom putu u čijoj osnovi stoji aktivacija kaspaze-3 (Zimmermann i Green, 2001). Granzim 

A put je kaspaza-nezavistan (Martinvalet i sar., 2005). 

 

1.4.2.1.1. Spoljašnji put 

 
Spoljašnji put inicijacije apoptoze se odvija preko vezivanja ekstracelularnih signalnih molekula 

za transmembranske receptore smrti (Elmore, 2007). Receptori smrti su članovi superfamilije 

receptora za faktor nekroze tumora (TNF) koji poseduju intracelularni domen od oko 80 

aminokiselinskih ostataka koji se naziva “domen smrti” (eng. Death Domain - DD). Domen 

smrti ima glavnu ulogu u prenošenju signala smrti na intracelularne signalne puteve (Ashkenazi, 

2002). Najznačajniji receptori smrti i njihovi ligandi su FasR/FasL, TNFα/TNFR1, Apo2L/DR4 i 

Apo2L/DR5 (Nair i sar., 2014). Vezivanje liganda za ekstracelularni deo odgovarajućeg 
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receptora aktivira adapterske proteine sa citoplazmatske strane receptora usled čega nastaje 

DISC (eng. Death Inducing Signaling Complex - DICS). U sastavu DISC se nalazi prokaspaza 8 

koja tada autokatalizom prelazi u svoj aktivan oblik, kaspazu 8 (Medema i sar., 1997). Nakon 

aktivacije, kaspaza 8 prevodi prokaspazu-3 u kaspazu-3 čime počinje prenošenje signala izvršne 

faze apoptoze (Stennicke i sar., 1998). 

 

1.4.2.1.2. Unutrašnji put 

 
Za unutrašnji put inicijacije apoptoze je karakteristično da je izazivan delovanjem nekog 

nespecifičnog stimulusa koji deluje direktno na unutarćelijsku strukturu bez prethodnog 

vezivanja za odgovarajući receptor (Elmore, 2007). U nespecifične stimuluse spadaju virusna 

infekcija, odsustvo određenih faktora rasta, hormona i citokina, hipoksija, hipotermija, radijacija, 

oksidativni stres, oštećenje na DNK i mnogi drugi (Watters, 1999). Iako su po svojoj prirodi 

različiti, svi ovi stimulusi stvaraju promene na unutrašnjoj membrani mitohondrija, i otvaraju 

pore na mitohondrijama – MPT (eng. Mitochondrial Permeability Transition - MPT) zbog čega 

se gubi transmembranski potencijal mitohondrijalne membrane (Green i Kroemer, 2004). Ova 

serija sukcesivnih događaja dovodi do oslobađanja citohroma c i drugih proapoptotskih proteina 

iz intermembranskog prostora mitohondrija u citosol. Jedan deo oslobođenih proteina čine 

specifične endonukleaze koje izazivaju fragmentaciju DNK koja je karakteristična za apoptozu. 

Drugi deo proteina oslobođenih iz mitohondrija formiraju kompleksnu proteinsku strukturu koja 

se naziva apoptozom (Hill i sar., 2004). Citohrom c u apoptozomu aktivira prokaspazu-9 koja 

prešavši u svoj aktivan oblik, kaspazu-9, katališe reakciju aktivacije kaspaze-3 koja započinje 

kaskadu sukcesivnih reakcija efektorne faze apoptoze (Slee i sar., 1999).  

 

1.4.2.1.3. Perforin/granzimski put 

 
Perforin/granzimski put inicijacije je karakterističan za citotoksičnost posredovanu T-ćelijama 

(Elmore, 2007). Citotoksični T limfociti luče perforin kada dođu u kontakt sa ciljnom ćelijom. 

Perforin stvara oštećenja na membrani ciljne ćelije kroz koja ulaze citotoksične granule koje 

oslobađaju T limfociti. Bitan konstituent ovih granula su granzim A i granzim B (Elmore, 2007). 

Granzim A indukuje apoptozu u ciljnoj ćeliji aktivacijom puteva koji su nezavisni od kaspaze i 

koji rezultiraju fragmentacijom DNK (Elmore, 2007). 

 

1.4.2.2. Izvršna faza apoptoze 

 

Kada se nakon faze inicijacije apoptoze aktivira kaspaza-3, nastupa serija morfoloških i 

biohemijskih promena koje dovode do ćelijske smrti (Elmore, 2007). Kaspaza-3 je odgovorna za 

aktivaciju niza proteaza koji izvršavaju efektornu fazu apoptoze. 

Prva morfološka promena na ćeliji u kojoj je započet proces apoptoze je zaobljavanje ćelije koje 

nastaje kao posledica razaranja citoskeleta od strane kaspaze-3 (Taylor i sar., 2008). Usled 

nedostatka citoskeleta dolazi i do redukcije ćelijske zapremine što se uočava kao smanjenje 

dimenzija ćelije. Citoplazma postaje gušća, a organele bliže postavljene jedna drugoj (Bortner i 

Cidlowski, 1998). U jedru dolazi do kondenzacije hromatina (Kerr i sar., 1972). Sledeći stupanj 

morfoloških promena je stvaranje membranskih protruzija, kondenzacija, a zatim i fragmentacija 

jedra (Ziegler i Groscurth, 2004). U završnoj fazi apoptoze, dolazi do fragmentacije ćelije na 

apoptotsaka tela koja se sastoje od delova citoplazme sa organelama i delovima jedra. Na kraju 
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apoptotskog procesa ova tela bivaju fagocitirana od strane makrofaga. Na ovaj način se ćelija 

koja je prošla proces programirane ćelijske smrti uklanja u potpunosti i bez narušavanja njenog 

integriteta (Platt i sar., 1998).  

Biohemijske promene koje su karakteristične za ćeliju koja podleže apoptozi su: eksternalizacija 

fosfatidil serina na spoljašnju stranu plazma membrane čime se postiže lakše prepoznavanje 

apoptotske ćelije od strane fagocita (Fadok i sar., 1992), kao i degradacija nuklearne DNK na 

male fragmente dvolančane DNK podjednake dužine od oko 180 baznih parova (Wyllie i sar., 

1984). 

 

1.4.3. Bcl-2 familija proteina 

 

Bcl-2 familija proteina se sastoji od proapoptotskih (Bax, Bak, Bad, Bim, itd.) i antiapoptotskih 

(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w) proteina koji, imaju ulogu u aktivaciji i inhibiciji apoptoze (Ryter i sar., 

2007). Odnos između proapoptotskih i antiapoptotskih članova ove familije, na primer između 

Bax i Bcl-2, ukazuje na to u kojoj meri je ćelija osetljiva na apoptozu (Oltvai i sar., 1993). 

Bax je protein sa jednom od centralnih uloga u mehanizmu ćelije da oseti oštećenje i inicira 

apoptozu. Bax inicira ćelijsku smrt povećavanjem permeabilnosti spoljašnje mitohondrijalne 

membrane stvaranjem pora kroz koje se mitohondrijalni faktori, kao na primer citohrom c, 

oslobađaju u citosol. Mitohondrijalni faktori utiču na stvaranje apoptozoma koji aktivira kaspaze 

što dalje vodi u ćelijsku smrt. U zdravim ćelijama, Bax se nalazi u citosolu kao samo-inhibirajući 

monomer (Suzuki i sar., 2000). Da bi inicirao apoptozu, Bax protein prvo prolazi kroz 

konformacione promene, premešta se iz citosola u mitohondrije, ulazi u spoljnu membranu gde 

dolazi do homo-oligomerizacije ovog proteina (Reed, 2006). Ovaj niz faza kroz koje Bax protein 

treba da prođe pre nego što inicira apoptozu ukazuje na to da njegova aktivacija zahteva precizan  

mehanizam koji je koordinisan od strane drugih proteina iz Bcl-2 familije. 

Članovi porodice Bcl-2 su definisani njihovim efektom na preživljavanje i prisustvom 

odgovarajućeg domena Bcl-2 homologije (BH) koji su ključni za definisanje interakcije članova 

porodice Bcl-2. Proapoptotski članovi su podeljeni u dve grupe: efektorski molekuli, koji sadrže 

BH1-BH3 domene, među koje se ubraja i Bax, i molekuli aktivatori koji sadrže samo BH3 

domen. Antiapoptotski članovi sadrže BH1-BH4 domene i inhibiraju apoptozu vezujući se za 

obe grupe proapoptotskih molekula (Willis i sar., 2007). Za ćeliju u kojoj započinje proces 

apoptoze je karakteristično da ekspresija gena za Bax počinje da raste, dok se, istovremeno, 

beleži pad ekspresije gena za Bcl-2 (Kikuchi i sar., 2002). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. CILJEVI 
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Akrilamid je toksična supstanca koja je prisutna u brojnim prehranbenim namirnicama, 

duvanskom dimu i velikom broju industrijskih produkata koji su u svakodnevnoj upotrebi 

(Bergmark, 1997; Tareke i sar., 2002, FAO/WHO, 2002). Zbog činjenice da je kod 

laboratorijskih životinja akrilamid dokazani neurotoksikant (Lehning i sar., 2002; LoPachin i 

sar., 2002; Friedman, 2003; LoPachin, 2004; Dybing i sar., 2005), karcinogen (Friedman i sar., 

1995) i ko-karcinogen (Yener i sar., 2013), kao i supstanca sa negativnim efektom na 

reprodukciju i razvoj (Wise i sar., 1995; Wang i sar., 2010), veoma je značajno utvrditi na koja 

sve ciljna tkiva deluje ova toksična supstanca. Zbog prisustva akrilamida u brojnim 

prehrambenim proizvodima, najčešći put ulaska akrilamida u organizam je oralni put što 

omogućava akrilamidu da stigne u sva tkiva. S obzirom na to da prolazi kroz placentalnu barijeru 

(Schettgen i sar. 2004, von Stedingk i sar., 2011), izloženost akrilamidu počinje još od 

intrauterinog života. 

Za sada nije poznato da li je mlad organizam osetljiviji na toksično dejstvo akrilamida jer je veći 

broj do sada urađenih studija o efektu akrilamida na žive sisteme za objekat istraživanja imao 

adultne organizme (Raju i sar., 2013; Lebda i sar., 2015). To dodatno ističe važnost istraživanja 

potencijalnog efekta peroralno unetog akrilamida na juvenilne organizme.  

Podaci o efektima akrilamida na pankreas su retki i pretežno se odnose na farmakokinetiku 

akrilamida (Kadry i sar., 1999), toksični efekat (Shipp i sar., 2006) i potencijalni kancerogeni 

efekat ove supstance na egzokrini pankreas (Rice, 2004; Pelucchi i sar., 2011; Yener i sar., 

2013), kako na humanoj populaciji, tako i na animalnim modelima. Uticaj akrilamida na 

endokrini pankreas je do sada ostao nedovoljno istražen. 

Do danas je prikupljeno mnoštvo dokaza koji ukazuju na to da u osnovi citotoksičnog efekta 

akrilamida stoji uticaj na redoks-status ćelije koji se pomera u smeru oksidativnog i nitrozativnog 

stresa usled intenzivne produkcije ROS i RNS (Yousef i El-Demerdash, 2006; Cao i sar., 2008; 

Parzefal i sar., 2008; Oliveira i sar., 2009; Zhang i sar., 2009; Park i sar., 2010). Za β-ćelije 

pankreasa, najbrojnije ćelije Langerhansovih ostrvaca, je karakteristična relativno niska 

ekspresija antioksidativnih enzima, kada se uporede sa ćelijama ostalih tkiva (Kaneto i sar., 

2005), što ih čini posebno osetljivim na dejstvo ROS i RNS (Tiedge i sar., 1997; Kajimoto i 

Kaneto, 2004). 

 

Na osnovu napred navedenog postavljeni su sledeći ciljevi dokorske teze:  

 

I U eksperimentalnom modelu mužjaka pacova soja Wistar, tretiranih akrilamidom u dozama od 

25 i 50 mg/kg tm tokom juvenilnog perioda:  

1. Utvrditi da li tretman akrilamidom utiče na strukturu, broj i dijametar 

Langerhansovih ostrvaca pankreasa; 

2. Ispitati potencijalni efekat tretmana akrilamidom na stereološke karakteristike α- i 

β-ćelija Langerhansovih ostrvaca pankreasa; 

3. Utvrditi da li tretman akrilamidom utiče na  ekspresiju  insulina, glukagona, 

inducibilne azot-oksid sintetaze (iNOS), superoksid dismutaze 1 i 2 (SOD1 i 

SOD2), katalaze (CAT) i citohroma P450 2E1 (CYP2E1) u Langerhansovim 

ostrvcima pankreasa; 

4. Ispitati da li tretman akrilamidom utiče na koncentraciju glukoze u serumu. 
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II U eksperimentalnom modelu ćelijske linije, insulinoma beta ćelija pacova, Rin-5F, 

tretirane akrilamidom:  

5. Odrediti da li je akrilamid, apliciran u rastućim koncentracijama, toksičan za β-

ćelije pankreasa; 

6. Utvrditi da li tretman akrilamidom izaziva oksidativni stres u β-ćelijama 

pankreasa određivanjem nivoa biomarkera oksidativnog stresa: sadržaj 

redukovanog glutationa (GSH) i slobodnih proteinskih tiolnih grupa (–SH), nivo 

malondialdehida (MDA), nivo prisutnog NO, aktivnosti ukupne SOD i CAT; 

7. Ispitati da li tretman akrilamidom utiče na transkripciju gena za insulin, CAT, 

SOD1, SOD2, iNOS, CYP2E1, Bax i Bcl-2, kao i na Bax/Bcl-2 odnos uβ-

ćelijama pankreasa. 

 

Rezultati teze treba da pokažu da li akrilamid ima negativni efekat na endokrini pankreas i u 

skaldu sa tim daju doprinos bližem razumevanju molekulskih i biohemijsih mehanizama kojima 

akrilamid deluje na ćelije endokrinog pankreasa. Dobijeni nalazi će dopuniti već postojeća 

saznanja o dejstvu ove toksične supstance na zdravlje i doprineće u rasvetljavanju pitanja gde 

sve leže potencijalni rizici za pojavu patoloških stanja na endokrinom pankreasu.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIJAL I METODE 
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3.1.  EKSPERIMENTALNE ŽIVOTINJE 

 
U studiji je korišćeno 30 mužjaka laboratorijskih pacova soja Wistar, tretiranih akrilamidom u 

juvenilnom periodu, koji su uzgajani u vivarijumu Departmana za biologiju i ekologiju, 

Univerziteta u Novom Sadu. Starost životinja u momentu početka eksperimenta je bila 23 dana. 

Životinje su odvajane od majki 22. PND, izmerene i podeljene u tri grupe od po deset životinja. 

Tokom eksperimenta, pet ili šest životinja je bilo smešteno u jednom kavezu. Sve tri grupe su 

bile podvrgnute kontrolisanom dnevno - noćnom ritmu svetlosti (12 h svetlosti, 12 h tame) i 

temperaturi vazduha od 20±2ºC. Hranjene su standardnom paletiranom hranom za laboratorijske 

životinje, a vodu su uzimale po potrebi.  

Naš eksperiment je izveden uz odobrenje Etičkog komiteta za eksperimentalne životinje 

Univerziteta u Novom Sadu (Saglasnost br. I-2011-03, od 31. marta 2011) i u skladu sa 

«Uputsvom za brigu i korišćenje laboratorijskih životinja» publikovanom od strane National 

Research Council (NRC): Guide for the Use of Laboratory Animals (copyright 1996), National 

Academy of Sciences, Washington D.C. i National Institutes of Healt (NIH): Guide for the Care 

and Use of Laboratory Animals (NIH publication No. 8023, revised 1996, 7th edition).  

 

3.1.1.  Tretman i plan eksperimenta 

 
Dve od tri grupe eksperimentalnih životinja tretrane su putem gavaže, per os, rastvorom 

akrilamida (99.5, akrilamid, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemačka) u destilovanoj vodi. 

Prvoj grupi životinja je apliciran akrilamid u dozi od 25 mg po kg telesne mase životinja (mg/kg 

tm), a drugoj u dozi od 50 mg/kg tm. Treća grupa životinja je bila kontrolna grupa i ovim 

životinjama a je na isti način, gavažom, aplicirana ekvivalentna zapremina destilovane vode. 

Tretman eksperimentalnih životinja je sprovođen u formi jednokratne gavaže 5 dana nedeljno sa 

dva dana pauze, tokom tri nedelje, bez aplikacije na dan žrtvovanja životinja. Na kraju 

eksperimenta, životinje su žrtvovane dekapitacijom u anesteziji parom dietil etra. Uzorci 

pankreasa i puna krv iz trupa uzeti su odmah nakon žrtvovanja i dalje su prosleđena kroz 

procedure pripreme uzoraka pankreasa za ispitivanje na svetlosnom mikroskopu, odnosno za 

serumsku analizu. 

 

3.1.2.  Obrada uzoraka pankreasa 

 

3.1.2.1. Priprema uzoraka pankreasa za isitivanje na svetlosnom mikroskopu 

 
Nakon dekapitacije, uzeto je kompletno tkivo pankreasa i fiksirano u 10% rastvoru formalina. 

Nakon 24 časovne fiksacije u formalinu, pankreasi su izvađeni iz fiksativa, ispirani u 70% 

alkoholu nakon čega je usledila standardna procedura dehidratacije, prosvetljavanja u ksilolu i 

kalupljenja u parafinu. Pankreasno tkivo je tokom kalupljenja orijentisano tako da je duža osa 

organa bila paralelna sa dužom ivicom kalupa, čime je obezbeđeno da su na svakom preseku 

zastupljeni svi regioni pankreasa. Dobijeni parafinski kalupi su sečeni na Reichert-ovom 

klizećem mikrotomu u serijske preseke debljine 5 µm. Kako bi se izbegla analiza istih 

Langerhansovih ostrva, za analizu su uzimani rezovi pankreasnog tkiva u razmaku od najmanje 

250 µm. 
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3.1.2.2. Histohemijske metode bojenja parafinskih rezova pankreasa 

 
Dobijeni preseci pankreasa su bojeni standardnom histološkom metodom bojenja parafinskih 

rezova hematoksilinom i eozinom (H-E) (Švob, 1974) (obe boje: Merck, Darmastad, Germany), i 

montirani u DPX-u. Preseci pankreasa  obojeni H-E metodom su korišćeni za određivanje broja i 

dijametra Langerhansovih ostrva pankreasa.  

Za specifično prikazivanje kapilarnog tkiva pankreasa korišćena je trihromna Mallory metoda 

bojenja (Švob, 1974). Po ovoj metodi preseci pankreasa se deparafinizuju u ksilolu i 

rehidratizuju kroz seriju alkohola sa opadajućim koncentracijama. Nakon rehidratacije preseci se 

uranjaju u vodeni rastvor kiselog fuksina, zatim u vodeni rastvor fosfomolibdenske kiseline i na 

kraju u vodeni rastvor oksalne kiseline i boja oranž G i metilensko plavo (sve korišćene 

hemikalije: Merck, Darmastad, Germany). Između uranjanja u svaki od 3 pomenuta rastvora, 

preseci se ispiraju u destilovanoj vodi, a po završenom bojenju, preseci se dehidriraju u seriji 

alkohola sa rastućim koncentracijama, prosvetle u ksilolu i montiraju u DPX-u. Preseci obojeni 

Mallory metodom su korišćeni za posmatranje kapilara Langerhansovih ostrvaca. 

 

3.1.2.3.  Imunohistohemijske metode bojenja za prikaz α- i  β-ćelija 

endokrinog pankreasa 

 
Imunohistohemijske metode bojenja su primenjene u cilju ispitivanja ekspresije različitih 

proteina u pojedinim endokrinim ćelijama Langerhansovih ostrva pankreasa. U α-ćelijama je 

ispitivana ekspresija glukagona, a u β-ćelijama je ispitivana ekspresija insulina. Pored toga, u α- i 

β-ćelijama praćena je i ekspresija sledećih enzima: inducibilne azot-monooksid sintetaze (iNOS), 

citohroma P450 2E1 (CYP2E1), katalaze (CAT) i superoksid dismutaze 1 i 2 (SOD1 i SOD2). U 

eksperimentu su korišćena antitela prikazana u Tabeli 2. Parafinski preseci pankreasa bojeni su 

imunohistohemijski, Ultravision LP Detection System protokolom prema uputstvu proizvođača 

(Thermo Scientific, UK). 

Nakon deparafinizacije i rehidratacije preseci su isprani u TBS puferu (pH 7,4) (eng. Tris-

buffered saline - TBS). Isečci su potom inkubirani u vodonik-peroksid bloku (Hydrogen 

Peroxide Block) 10 min na sobnoj temperaturi da bi se inhibirale endogene peroksidaze, a zatim, 

nakon ispiranja u TBS-u, usledila je inkubacija u ultra V bloku (Ultra V Block) 5 min na sobnoj 

temperaturi, posle čega su isečci još jednom ispirani u TBS-u. Sledeća faza je inkubacija preseka 

pankreasa sa primarnim antitelom 30 min na sobnoj temperaturi, a zatim i sa pojačivačem 

primarnog antitela (Primary Antibody Enchancer) 10 min na sobnoj temperaturi, posle čega je 

sledilo ispiranje u TBS-u. Preseci su potom inkubirani sa HRP polimerom (HRP Polymer) 10 

min na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja u TBS-u, na preseke je nanet hromogen u vidu smeše 

DAB plus hromogena (DAB Plus Chromogen) i DAB plus supstrata (DAB Plus Substrate). 

Nakon tretmana hromogenom, preseci su isprani u destilovanoj vodi, a zatim je usledilo bojenje 

bazofilnih ćelijskih struktura Majerovim hematoksilinom. Preseci su na kraju procedure 

dehidratisani, isprani u ksilolu i montirani u DPX-u.  

Detekcija glukagona na parafinskim presecima je zahtevala demaskiranje antigenih mesta 

kuvanjem preseka u citratnom puferu. Nakon izvršene deparafinizacije i rehidratacije, preseci su 

premešteni u kadicu sa citratnim puferom (10 mM; pH 6,0) i kuvani 10 min u mikrotalasnoj 

rerni. Preseci su isprani u TBS puferu, nakon čega se pristupa inkubaciji sa vodonik-peroksid 

blokom, a procedura do kraja teče prema gore opisanom protokolu za imunohistohemijsko 

bojenje α-ćelija. Preseci koji su služili kao negativne kontrole su prošli kroz identičan protokol, s 
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tim što na njih nije stavljano antitelo, već su za to vreme bili prekriveni sa ekvivalntnom 

zapreminom TBS-a. 

 

Tabela 2. Antitela korišćena za imunohistohemijsko obeležavanje proteina 

 

Protein Antitelo 

Glukagon 
Rabbit polyclonal antibody, ready-to-use, RB-

1422-R7, Thermo Scientific, UK 

Insulin 
Mouse monoclonal antibody, ready-to-use, 

MS-1379-R7, Thermo Scientific, UK 

iNOS 
Rabbit polyclonal to iNOS, Anti-iNOS 

antibody, ab 15323, Abcam, UK 

CYP2E1 

Rabbit polyclonal to P450 2E1, Anti-

Cytochrome P450 2E1 antibody, ab84598, 

Abcam, UK 

CAT 
Rabbit polyclonal to Catalase, Anti-Catalas 

antibody, ab16731, Abcam, UK 

SOD1 

Rabbit polyclonal to Superoxide Dismutase 1, 

Anti-Superoxide Dismutase 1 antibody, 

ab13498, Abcam, UK 

SOD2 

Rabbit polyclonal to Superoxide Dismutase 2, 

Anti-Superoxide Dismutase 2 antibody, 

ab13533, Abcam, UK 

 

 

3.1.3. Histološka i stereološka analiza obojenih rezova pankreasa 

 
Analiza obojenih rezova pankreasa je obuhvatala kvalitativnu (histološku) i kvantitativnu 

(linearna merenja i stereološka analiza) analizu endokrinog pankreasa u cilju utvrđivanja njegove 

potencijalne promene pod uticajem akrilamida. Ove analize su urađena na svetlosnom 

mikroskopu marke Reichert 310 na uveličanjima 400x (kvalitativna analiza) i 1000x 

(kvantitativna analiza).  

Histološka analiza je obuhvatala analizu strukturnih promena endokrinog pankreasa, odnosno 

Langerhansovih ostrvaca pankreasa i kapilarne mreže kontrolnih životinja i životinja tretiranih 

akrilamidom. Kvantitativna analiza endokrinog pankreasa akrilamidom tretiranih i kontrolnih 

životinja obuhvatila je: 1. određivanje broja i dijametra Langerhansovih ostrvaca,  i  2. 

stereološku analizu, odnosno određivanje vrednosti izabranih stereoloških parametara α- i  β-

ćelija Langerhansovih ostrvaca. 

 

3.1.3.1. Određivanje broja i dijametra Langerhansovih ostrvaca  

 
Određivanje broja i dijametra Langerhansovih ostrvaca  izvršena je na svetlosnom mikroskopu 

na uveličanju od 400X.  

U cilju određivanja broja ostrvaca, izbrojana su Langerhansova ostrvca na ukupno četiri preseka 

pankreasa bojena sa H-E za svaku životinju, između kojih je bio razmak od najmanje 250 μm da 
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bi se izbeglo brojanje istih ostrvaca. Broj Langerhansovih ostrvaca po životinji je izražavan kao 

ukupan broj ostrvaca na 4 posmatrana preseka.  

Dijametar Langerhansovih ostrvaca određen je linearnim merenjem okularnim mikrometrom pri 

čemu je uzet u obzir sferoidan oblik ovih ostrvaca, odnosno da ova ostrvca imaju dve ose: dužu 

(a) i kraću (b) koje se seku pod pravim uglom. Na osnovu dobijenih vrednosti linearnih merenja 

za dužu (a) i kraću osu (b) Langerhansovih ostrvaca izračunat je dijametar ovih ostrvaca (di) 

prema formuli: 

𝒅𝒊 =  √𝒂 · 𝒃 

Pretpostavljajući sferoidnu strukturu ostrvaca, Fullman-ova formula (Williams, 1977) je 

korišćena da bi se izračunao korigovani srednji dijametar ostrvca (𝐷i): 

𝐷𝑖 =  
𝜋

2
×  

𝑁

1
𝑑𝑖1 +

1
𝑑𝑖2 + ⋯ +

1
𝑑𝑖𝑁

 

gde je N ukupan broj izmerenih ostrvaca,  

di1, di2, ..., diN su dijametri pojedinačnih merenih ostrvaca.  

Analiza dijametara ostrvaca je urađena prema srednjoj vrednosti korigovanih dijametara svih 

ostrvaca na četiri analizirana preseka, za svaku životinju. 

 

3.1.3.2.  Stereološka analiza α- i  β-ćelija Langerhansovih ostrvaca 

 
Stereološka analiza je obuhvatila preseke Langerhansovih ostrvaca, imunohistohemijski obojenih 

antitelima na insulin i glukagon. Za stereološku analizu Langerhansovih ostrvaca je korišćena 

“point – counting” tehnika pomoću Weibel-ovog mnogonamenskog testnog sistema sa 42 tačke 

(M42) (Weibel, 1979), smeštenog u okular svetlosnog mikroskopa. Stereološka analiza je vršena 

na uveličanju 1000x. 

Korišćenjem Weibel-ovog mnogonamenskog testnog sistema na presecima bojenim 

imunohistohemijskim metodama određeni su sledeći stereološki parametri α- i  β-ćelija 

endokrinog pankreasa: 

1. Volumenska gustina α-ćelija (Vvα) 

2. Numerička gustina α-ćelija (Nvα) 

3. Površinska gustina α-ćelija (Svα) 

4. Volumenska gustina jedara α-ćelija (Vvnα) 

5. Volumenska gustina citoplazme α-ćelija (Vvcα) 

6. Nukleo – citoplazmatski odnos α-ćelija (Nα/Cα) 

7. Volumenska gustina β-ćelija (Vvβ) 

8. Numerička gustina β-ćelija (Nvβ) 

9. Površinska gustina β-ćelija (Svβ) 

10. Volumenska gustina jedara β-ćelija (Vvnβ) 

11. Volumenska gustina citoplazme β-ćelija (Vvcβ) 

12. Nukleo – citoplazmatski odnos β-ćelija (Nβ/Cβ) 

 

Da bi mogli da se izračunaju navedeni stereološki parametri, prvo je određen ukupan broj testnih 

tački (Pt), površina korišćenog testnog polja (At) i ukupna dužina linija testnog sistema (Lt). 

 

 Ukupan broj tačaka testnog sistema: 

 
gde je: 

42 – ukupan broj tačaka na mrežici M42 testnog sistema 
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n – broj analiziranih vidnih polja 

 

 Površina testnog polja: 

 
gde su: 

Pt – ukupan broj tačaka testnog sistema 

d – dužina testne linije pri odgovarajućem uvećanju mikroskopa 

 Ukupna dužina testnih linija u jednom testnom polju 

 

 
gde su: 

d – dužina jedne testne linije 

n – broj analiziranih vidnih polja 

21 – ukupan broj testnih linija na mrežici M42 testnog sistema 

f –faktor koji se dobija baždarenjem okularnog mikrometra i zavisi od uveličanja na kojem se 

meri. 

Volumenska gustina α- i β-ćelija, njihovih jedara i citoplazme izračunata je po formuli: 

 

 
gde su: 

p – ukupan broj tačaka testnog sistema koje pogađaju posmatrane strukture na celom preseku 

Pt – ukupan broj tačaka testnog sistema 

 

 Numerička gustina α- i β-ćelija izračunata je po formuli: 

 

 
gde su: 

k – korektivnni faktor, iznosi 1,9 za uveličanje od 1000x 

β – korektivni faktor oblika, iznosi 1,55 

N – ukupan broj  α- / β-ćelija u ispitivanim testnim poljima 

At – površina testnog polja 

p – ukupan broj tačaka testnog sistema koje padaju na  α- / β-ćelije  

 

 Površinska gustina α- / β-ćelija izračunata je po formuli : 

 

 
gde su: 

I – ukupan broj preseka testnih linija sa konturama α- / β-ćelija 

Lt - ukupna dužina testnih linija u analiziranim testnim poljima 

 

 Nukleocitoplazmatski odnos: 

 
gde su: 
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pn – ukupan broj tačaka testnog sistema koji pada na nukleus α- / β-ćelija 

pc - ukupan broj tačaka testnog sistema koji pada na citoplaznu α- / β-ćelija 

 

3.1.4. Kvantifikacija ekspresije proteina analizom digitalnih fotografija 

 
Digitalne fotografije su urađene Zeiss Imager.A1 svetlosnim mikroskpom (Zeiss, Göttingen, 

Nemačka), sa kamerom AxioCam MRc5, rezolucije 5 Megapixel-a (Zeiss, Göttingen, Nemačka). 

Nivo osvetljenja i podešavanja kamere su kontrolisani uz pomoć softvera AxioVision V4,6 

(Zeiss, Göttingen, Nemačka). Fotografije Langerhansovih ostrvaca su slikane na uveličanju od 

400x i 630x. Za određivanje optičke gustine je napravljeno 40 fotografija ostrvaca (rezolucije 

2584 x 1936 piksela) po životinji. 

 

3.1.4.1.  Određivanje optičke gustine (OD) 

 
Kvantifikacija glukagona, insulina, CYP2E1, iNOS, CAT, SOD1 i SOD2 u ćelijama 

Langerhansovih ostrvaca je izvršena uz pomoć Windows softvera ImageJ (ImageJ, Version 

1.50f) na digitalnim fotografijama Langerhansovih ostrvaca slikanih sa preparata bojenih 

imunohistohemijskim metodama, primenom odgovarajućih antitela prikazanih u tabeli 2. 

Kvantifikacija se zasniva na merenju optičke gustine (engl optical density - OD) DAB boje koja 

se vezala za posmatrani protein.  

Za razdvajanje DAB i hematoksilin boja korišćen je programski dodatak "Colour deconvolution 

plugin" da bi se odredila tačna optička gustina vektora za RGB kanal (Crveno-zeleno-plavi 

kanal, eng. Red-Green-Blue - RGB) ovih boja kod imunohistohemijski obojenih preparata. 

Prema metodi koju su uspostavili Ruifork i sar. (2001) i Varghese i sar. (2014), merena je 

optička gustina RGB kanala za DAB boju i proporcionalna je koncentraciji boje na preparatu. 

Zbog toga se količina boje može odrediti merenjem optičke gustine na talasnoj dužini specifičnoj 

za tu boju u skladu sa Lambert-Beer-ovim zakonom (Jähne, 1997). 

Optička gustina se izračunava preko formule: 

 

OD = -log10 (IC/I0.C), 

 

gde je IC intenzitet detektovane svetlosti nakon prolaska kroz preparat, a I0.C je intenzitet ulazne 

svetlosti koje pada na preparat. 

 

3.1.5. Priprema u seruma i određivanje koncentracije glukoze u serumu  

 
Krv životinja iz kontrolne i eksperimentalnih grupa je uzeta iz tela pacova, odmah nakon 

izvršene dekapitacije. Krv je centrifugirana 10 min na 2000 g na 4°C i izdvojen je serum. 

Koncentracija glukoze u serumu je određivana na Konelab 20XT analyzer-u (Thermo Fisher, 

Finska), uz korišćenje GLUCOSE MR reagensa (LINEAR CHEMICALS S:L:, Španija). Analiza 

je urađena od strane Instituta za primenu nuklearne energije, Beograd u skladu sa standardom 

ISO 9001. 
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3.2.  ĆELIJSKA KULTURA 

 
Ćelijska linija insulinoma β-ćelija pacova (Ratus norvegicus) Rin-5F (ATCC-CRL-2058) 

(dobijena ljubaznošću dr Melite Vidaković, Odeljenje za molekularnu biologiju, Institut za 

biološka istraživanja „Siniša Stanković", Beograd) gajena je u RPMI-1640 medijumu (Roswell 

Park Memorial Institute medium, Gibco, Paisley, UK) u koji je dodat 10% fetalni goveđi serum 

(eng. fetal bovine serum - FBS) kao i 50 units/ml penicilina i 50 µg/ml streptomicina. Ćelijska 

linija je gajena pod konstantnim uslovima od 37°C, u atmosferi od 5% CO2. Nakon dostizanja 

stanja potpune konfluentnosti, ćelije su tripsinizovane i ponovo kultivisane. 

 

3.2.1. Tripsinizacija ćelija 

 
Rin-5F ćelije adheriraju za dno flaska u kojem se nalaze tokom gajenja. Da bi mogle da se 

koriste u eksperimentu, neophodno je da se uklone za dna posude za gajenje što se postiže 

tehnikom tripsnizacije. Kada je dostignuta konfluentnost ćelija od 70%, uklanjan je medijum za 

kultivisanje, i ćelije su pažljivo ispirane PBS puferom pH 7,4 (eng. phosphate-buffered saline - 

PBS) (Ambion®, Thermo Fisher Scientific) da bi se uklonile mrtve i neadherentne ćelije, ali i da 

bi se uklonio višak medijuma koji bi ometao aktivnost tripsina. Nakon ispiranja, PBS se uklanja, 

a na ćelije se dodaje 1 ml rastvora tripsina-EDTA (0,25%) (Gibco, Paisley, UK). Tripsin je 

enzim koji prekida međućelijske veze što dovodi i do odlepljivanja ćelija od dna posude za 

gajenje. Kada ćelije počnu da se odvajaju od podloge, reakcija se prekida dodavanjem 4 ml 

medijuma sa serumom, nakon čega sledi resuspenzija ćelija, brojanje ćelija i njihovo korišćenje u 

daljem eksperimentu. 

 

3.2.2. Priprema ćelijske suspenzije za sejanje na mikrotitar ploče 

 
Po dostizanju 70% konfluentnosti, ćelije su tripsinizovane, resuspendovane i prenete u falkon iz 

kojeg je uzeto 50 μl ćelijske suspenzije i dodato u kivetu u kojoj se nalazi 50 μl 0.4% boje tripan 

plavo (Sigma Aldrich Chemicals Co., St. Louis, MO, USA). Po 10 μl obojene ćelijske suspenzije 

se dodaje na svaku, od dve ugravirane Bürker-Türk mrežice hemocitometra. Ćelije su se brojale 

na obe mrežice na Laica DM IL LED mikroskopu (Leica, Wetziar, Nemačka). Broj ćelija po ml 

medijuma je izračunat prema formuli: 

 

Broj ćelija/ml = (X1 + X2)/2 × 2 × 10000 

 

gde je X1 broj ćelija izbrojanih na jednoj mrežici hemocitomera, a X2 broj ćelija izbrojanih na 

drugoj mrežici hemocitomera.  

U sterilne mikrotitar ploče sa 96 bunarića u svaki bunarić je zasejano 5x104 ćelija u ukupnoj 

zapremini medijuma 0,2 ml. U sterilne mikrotitar ploče sa 6 bunarića zasejano je 1x106 

ćelija/bunariću u ukupnoj zapremini medijuma 2 ml.  

 

3.2.3. Test vijabilnosti ćelija  

 
Vijabilnost ćelijske linije Rin-5F nakon tretmana akrilamidom je analizirana sa dva testa 

vijabilnosti: 
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1. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid (MTT) testom  

2. Metodom bojenja tripan plavo  

 

3.2.3.1.  MTT test 

 
MTT test je kolorimetrijski test koji je pouzdan indikator metaboličke aktivnosti ćelije. Test se 

zasniva na redukciji MTT, žute hidrosolubilne tetrazolijumske boje, mitohondrijalnim 

dehidrogenazama, pri čemu nastaju karakteristično obojeni fromazanski kristali. Pošto su jedino 

enzimi iz aktivnih mitohondrija živih ćelija u mogućnosti da izvedu redukciju, ovaj test je 

precizan pokazatelj ćelijske vijabilnosti. 

Za MTT esej, Rin-5F ćelije su sejane na sterilne ploče sa 96 bunarića ravnog dna. Nakon 

dostizanja 70% konfluentnosti, ćelije su tretirane sa rastućim koncentracijama akrilamida (1 mM, 

2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM, 12,5 mM, 15 mM i 20 mM) tokom 24 h, na 37°C. Po isteku 

tretmana, medijum je uklonjen, a u svaki bunarić je dodato 200 μl rastvora MTT-a (Sigma 

Aldrich Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) u RPMI medijumu u koncentraciji od 0,1 mg/ml. 

Ćelije su inkubirane u mraku, 2 h na 37°C. Nakon isteka inkubacije, rastvor MTT-a je odliven, a 

u svaki bunarić sa ćelijama je dodato 100 μl dimetil sulfoksida (DMSO) da bi se rastvorili nastali 

kristali formazana. Nakon toga je merena apsorbanca na 570 nm u automatskom čitaču za 

mikrotitarske ploče Multiskan EX (Thermo Labsystems, Kina). Vijabilnost ćelija je izražena u 

procentima, nakon poređenja sa kontrolnim ćelijama za koje se smatra da su 100% vijabilne. 

 

3.2.3.2.  Tripan plavo test 

 
Tripan plavo je boja koja se koristi za selektivno bojenje ćelija. Metoda se zasniva na činjenici 

da je boja tripan plavo negativno naelektrisana i ne može da prođe kroz polupropustljivu 

membranu živih ćelija. Zbog toga žive ćelije ostaju neobojene, ali se mrtve ćelije boje plavo jer 

membrana gubi svojstvo selektivne propustljivosti.  

Za tripan plavo metodu bojenja, Rin-5F ćelije su sejane na sterilne ploče sa 6 bunarića ravnog 

dna. Nakon dostizanja 70% konfluentnosti, ćelije su tretirane sa rastućim koncentracijama 

akrilamida (1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM, 12,5 mM, 15 mM i 20 mM) tokom 24 h, na 

37°C. Po isteku tretmana, pokupljen je ćelijski supernatant i odliven u falkon, a nakon 

tripsinizacije i resuspendovanja, u isti falkon su prebačene i ćelije zalepljene za dno bunarića. Iz 

dobijene suspenzije ćelija je izdvojeno 10 μl suspenzije i pomešano sa 0,4% rastvorom boje 

tripan plavo (Sigma Aldrich Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) u odnosu 1:1. Nakon toga, 

obojene i neobojene ćelije su brojane pod invertnim mikroskopom u Bürker-Türk komori 

hemocitometra. Procenat vijabilnih ćelija se računao po formuli: 

 

% vijabilnih ćelija = [1 – (broj obojenih ćelija / broj ukupnih ćelija)] x 100. 

 

3.2.4. Priprema homogenata Rin-5F ćelija za određivanje aktivnosti 

antioksidativnih enzima 

 
Rin-5F ćelije su sejane u sterilne ploče sa 6 bunarića ravnog dna. Nakon dostizanja 70% 

konfluentnosti, ćelije su tretirane sa akrilamidom u koncentraciji od 10 mM (IC50) u različitim 

vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 6, 12, i 24 h). Nakon isteka tretmana kontrolne i tretirane 

ćelije pokupljene su u PBS-u. Ćelije su zatim prebačene u ependorf epruvetu i centrifugirane 5 
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min na 200 x g, na 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant je odliven, a na ćelijski talog dodato 

je 3 zapremine fosfatnog pufera (50 mM, pH 7,8). Ćelije su zatim sonifikovane sa jednim 

pulsom koji je trajao 30 s. Nakon izvršene sonifikacije, uzorci su centrifugirani 1 min na 14000 x 

g, 4°C. Supernatant je prebačen je u novu ependorf epruvetu, alikvotiran i čuvan na -80°C. 

 

3.2.4.1.  Određivanje aktivnosti katalaze (CAT) 

 
Katalaza (CAT) je enzim koji katališe reakciju tokom koje dolazi do razgradnje vodonik 

peroksida (H2O2) do kiseonika i vode. Metoda kojom se prati aktivnost katalaze u ćeliji se 

zasniva na spektrofotometrijskom praćenju razgradnje H2O2 koje se uočava kao pad apsorbance 

na talasnoj dužini od 240 nm, na kojoj H2O2 pokazuje maksimum apsorpcije (Aebi, 1984). 

Enzimski esej se izvodi u rastvoru H2O2 koji je pripremljen tako što je dodato 30% H2O2 u 50 

mM fosfatni pufer pH 7,0 do postizanja apsorbance između 0,520 i 0,550 na 240 nm. Reakcija je 

započeta dodavanjem 25 μl uzorka u 3 ml podešenog rastvora H2O2 i praćena je promena 

apsorbance na na 240 nm tokom 3 minuta. Eksperiment je rađen sa kontrolnim Rin-5F ćelijama i 

ćelijama koje su tretirane sa 10 mM dozom AA tokom 0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h.  

Specifična aktivnost CAT je računata po formuli: 

 

Specifična aktivnost CAT (U/mg proteina) = (ΔAuz – ΔAsp) x 1000 

              43, 6 x Cpr x Vuz/Vrs 

Gde su: 

ΔAuz - promena apsorbance u minuti za uzorak 

ΔAsp - promena apsorbance u minuti za slepu probu 

Cpr    - koncentracija proteina mg/ml 

Vuz   - zapremina uzorka u ml 

Vrs    - zapremina reakcione smeše u ml 

43.6  - molarni ekstincioni koeficijent za vodonik peroksid na 240 nm   

 

3.2.4.2.  Određivanje aktivnosti ukupne superoksid dismutaze (SOD) 

 
Aktivnost SOD je određivana po metodi McCord i Fridovich (1968) u sistemu citohrom c (Fe3+) 

/ ksantin / ksantin oksidaza. Metoda se zasniva na tome da superoksidni radikal koji nastaje u 

reakciji ksantina sa ksantin oksidazom (XOD), redukuje citohrom c iz fero u feri oblik (Fe3+ u 

Fe2+) što se uočava kao promena apsorbance na 550 nm. Ukoliko je SOD prisutna u uzorku, doći 

će do dismutacije superoksidnog radikala što će za posledicu imati smanjenje brzine redukcije 

citohroma c. Smanjenje brzine redukcije citohroma c je proporcionalno aktivnosti SOD. Za 

jedinicu aktivnosti SOD uzima se ona aktivnost SOD koja je potrebna za smanjenje brzine 

redukcije citohroma c za 50% pri promeni apsorbance od 0,025/min u slepoj probi. Aktivnost 

ukupne SOD je merena u uzorcima kontrolnih i tretiranih Rin-5F ćelija. Reagensi su pripremljeni 

na sledeći način:  

Rastvor A: 0,57 ml KH2PO4, 3,14 ml Na2HPO4, 0,1 ml EDTA, 1,0 ml NaN3, 1,0 ml ksantina, 0,4 

ml citohroma c i dH2O do zapremine od 100 ml. Rastvor A je podešen na pH 7,8.  

Rastvor B: 0,2 U XOD/ml u 0,1 mM EDTA. Rastvor B se uvek pravi svež, i drži se na ledu.  

Reakciona smeša je dobijena mešanjem 1,3 ml rastvora A, 0,1 ml rastvora B i 20μl uzorka. Prvo 

se pomešaju rastvor A i uzorak, a reakcija počinje dodavanjem rastvora B. Apsorbanca se prati u 
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toku 3 minuta, na sobnoj temperaturi. Aktivnst SOD se izražava u jedinicama aktivnosti po mg 

proteina: 

 

Specifična aktivnost SOD (U/mg proteina) = (ΔAsp – ΔAuz) x 100 

             50 x ΔAsp x ΔCpr x Vuz 

Gde su:  

∆Asp – srednja promena apsorbance slepe probe 

∆Auz – srednja promena apsorbance uzorka u minuti 

∆Cpr – koncentracija proteina u uzorku (mg/ml) 

Vuz - zapremina uzorka u ml 

 

3.2.5. Merenje koncentracije nitrita u supernatu ćelijske kulture Rin-5F 

ćelija 

 
Kao merilo aktivnosti iNOS i sinteze NO˙ se koristi metoda kojom se indirektno meri sinteza 

NO određivanjem koncentracije nitrita (NO2
−) u medijumu u kojem su gajene ćelije. Azot-

monoksid (NO˙) slobodni radikal koji karakteriše visoka reaktivnost. U supernatantu ćelijskih 

kultura, NO˙ brzo reaguje sa molekularnim kiseonikom (O2) ili superoksidnim anjonom (O2˙−) 

što dovodi do stvaranja nitrita (NO2
−) i nitrata (NO3

−), koji su hemijski stabilniji (Chen i sar., 

1998). Metoda se zasniva na merenju koncentracije nitrita koja se određuje kolorimetrijskom 

detekcijom uz dodatak Griess-ovog reagensa, koji sa nitritima formira azo-boju. Eksperiment je 

rađen sa kontrolnim Rin-5F ćelijama i ćelijama koje su tretirane sa 10 mM koncentracijom AA 

tokom 0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h, a za merenje koncentracije prisutnog NO2
− se koristi medijum u 

kojem su gajene ćelije.  

Nakon tretmana 100 μl medijuma u kojem su gajene ćelije prebačeno je u mikrotitar ploču sa 96 

bunarića ravnog dna. Zatim je dodato 50 μl 1% rastvora sulfanilamida pripremljenog u 5% 

H3PO4 (Griess A) a nakon desetominutne inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku, dodato je i 

50 μl 0,1% rastvora N-1-naftilendiamin dihidrohlorida (Griess B). Nakon toga su uzorci 

inkubirani na sobnoj temperaturi 10 min u mraku uz blago mućkanje. Apsorbanca je merena na 

540 nm. Koncentracija nitrita je izračunata prema standardnoj krivi koja je dobijena merenjem 

absorbancija za poznate koncentracije NaNO2. 

 

3.2.6. Priprema homogenata Rin-5F ćelija i esej za određivanje lipidne 

peroksidacije 

 
3.2.6.1. Priprema homogenata 

 

Rin-5F ćelije su sejane u sterilne ploče sa 6 bunarića ravnog dna. Nakon dostizanja 70% 

konfluentnosti, ćelije su tretirane sa akrilamidom u koncentraciji od 10 mM (IC50) u različitim 

vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 6, 12, i 24 h). Nakon isteka tretmana kontrolne i tretirane 

ćelije pokupljene su u PBS-u. Ćelije su zatim prebačene u ependorf epruvetu i centrifugirane 5 

min na 200 x g, na 4°C. Nakon centrifugiranja supernatant je odliven, a na ćelijski talog dodato 

je 3 zapremine KCl pufera (1,15 M, pH 7,4). Ćelije su zatim sonifikovane sa jednim pulsom koji 

je trajao 30 s. Nakon sonifikacije je dobijeni homogenat korišćen za pripremu reakcione smeše.  
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Reakciona smeša je pripremana tako što je 0,1 – 0,5 ml homogenata dobijenog sonifikacijom 

pomešano sa 1 ml TCA-TBA-HCl reagensa, promešano na vorteksu i zagrevano u vodenom 

kupatilu 30 min na 90°C. Nakon zagrevanja, epruvete su ohlađene na ledu 5 min, a zatim 

centrifugirane na 1000 x g, 10 min. Za dalju analizu se koristi supernatant. 

 

3.2.6.2. Određivanje lipidne peroksidacije (TBARS) 

 
TBARS (eng. ThioBarbituric Acid Reactive Substances - TBARS) esej je metoda za 

kvantifikaciju prisustva malondialdehida (MDA), kao krajnjeg proizvoda lipidne peroksidacije 

čija koncentracija se povećava u uslovima oksidativnog stresa (Buege i Aust, 1978). 

TBARS esej se bazira na reakciji u kojoj nastaje kompleks između 2-tiobarbiturne kiseline 

(TBA) sa malondialdehidima (MDA), pri čemu nastaje obojeni kompleks sa apsorpcionim 

maksimumom na 535 nm i molarnim ekstinkcionim koeficijentom ɛ=15,6x104 dm3mol-1cm-1. 

Formiranje kompleksa se dešava na temperaturi od 90-100°C. 

 

Mehanizam reakcije TBARS 

 

 
 

Koncentracija TBARS je određena spektrofotometrijski, iz supernatanta, na 535 nm uz TCA-

TBA-HCl reagens kao slepu probu.  

Reagens TCA-TBA-HCl je pripremljen kao 15% w/v TCA – 15 g trihlorsirćetne kiseline; 

0,375% w/v TBA – 0,375 g tiobarbituritne kiseline; 0,25 M HCl - ~2,1 ml ccHCl; prvo su 

rastvareni TCA i TBA, a zatim je dodata kiseline i sve je dopunjeno do ukupne zapremine od 

100 ml sa dH2O.  

Količina MDA se računa prema formuli: 

 

C TBARS = (ΔAuz – ΔAsp) x Vrs x 10 (MDA nmol/mg proteina) 

1,56 x Vuz x Cpr 

 

ΔAsp – srednja vrednost apsorbancije slepe probe 

ΔAuz- srednja vrednost apsorbancije uzorka 

Vrs- zapremina reakcione smeše (ml) 

Vuz – zapremina uzorka (ml) 

Cpr – koncenracija proteina u mg/ml 
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3.2.7. Priprema homogenata Rin-5F ćelija i esej  za određivanje redukovanog 

GSH i slobodnih -SH grupa proteina 

 
3.2.7.1. Priprema homogenata 

 

Za određivanje redukovanog GSH i slobodnih –SH grupa proteina, Rin-5F ćelije su sejane na 

sterilne ploče sa 6 bunarića ravnog dna. Nakon dostizanja 70% konfluentnosti, ćelije su tretirane 

sa akrilamidom u koncentraciji od 10 mM (IC50) u različitim vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 

6, 12, i 24 h). Nakon isteka tretmana, kontrolne i tretirane ćelije pokupljene su u PBS-u. Ćelije su 

zatim centrifugirane 5 min na 4°C, na brzini od 200 x g. Nakon centrifugiranja, supernatant je 

odliven, a talog je resuspendovan u 2,5% sulfosalicilnoj kiselini (eng. sulphosalicylic acis - SSA) 

i sonifikovan sa jednim pulsom koji je trajao 30 s. Homogenati dobijeni sonifikacijom su, zatim, 

inkubirani 5 min na sobnoj temperaturi i centrifugirani 5 min na 4°C na brzini od 5000 x g. 

Supernatant dobijen ovim putem je korišćen dalje za određivanje redukovanog GSH. Talog 

dobijen nakon centrifuge je dva puta ispran sa 100 μl 2% SSA, a zatim resuspendovan u 100 μl 

6M guanidin-HCl, i iz njega su određivane slobodne –SH grupe.  

 

3.2.7.2. Određivanje redukovanog glutationa (GSH) i slobodnih –SH grupa 

proteina 

 
Redukovani glutation i slobodne –SH grupe su određivani metodom po Ellman-u (Ellman, 

1959), kao količina neproteinskih sulfhidrilnih ostataka (tiola). Metoda se zasniva na reakciji 

redukovanog GSH i redukovanih –SH grupa proteina sa 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoevom 

kiselinom (DNTB), kada nastaje žuto obojeni proizvod, 2-nitro-5-tiobenzoeva kiselina (TNB). 

Formirani proizvod se detektuje spektrofotometrijski na talasnoj dužini od 405 nm.  

Potrebni reagensi su: Ellman-ov reagens (0.2 mM DTNB u 0.1 M fosfatnom puferu pH 8.0), 4% 

SSA i standardi GSH koncentracije od 2 do 0,125 mM u 4% SSA. 

Esej je rađen u mikrotitar pločicama tako što je na 20µL standarda/uzorka dodavano 200 µL 

Ellman-ovog reagensa. Sadržaj redukovanog GSH izračunat je na osnovu standardne krive 

dobijene određivanjem apsorbancija za poznate koncentracije GSH rastvorene u 4% SSA, a 

izražen je kao GSH nmol/mg proteina. Slobodne –SH grupe proteina su izračunate na osnovu 

standardne krive za GSH i izražene kao -SH nmol/mg proteina.   

 

3.2.8. Merenje koncentracije proteina 

 
Koncentracija ukupnih proteina u svim uzorcima je utvrđivana Bradford-ovom metodom (1976). 

Princip metoda se zasniva na reakciji proteina sa bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 sa 

kojom formiraju kompleks i uzrokuju promenu boje iz smeđe-crvene u plavu, sa maksimumon 

apsorpcije na 595 nm. Mereni intenzitet plave boje je proporcionalan koncentraciji proteina u 

uzorku koja je određivana na osnovu standardne krive. Kao standard korišćen je goveđi serum 

albumin, BSA (eng. bovine serum albumin - BSA). Esej je rađen u mikrotitar pločici 

dodavanjem 250 µl Bradford-ovog reagensa na 5 µl standarda/uzorka. 
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3.2.9. Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu 

 
Ekspresija gena za Bax i Bcl-2, insulin, CAT, SOD1, SOD2, iNOS i CYP2E1 u β-ćelijama je 

ispitana metodom lančane reakcije polimeraze u realnom vremenu (eng. real-time PCR - RT-

qPCR).  

 

3.2.9.1.  Priprema uzoraka i izolacija totalne RNK 

 
Rin-5F ćelije su sejane u sterilne mikrotitar ploče sa 6 bunarića ravnog dna i tretirane sa 10 mM 

(IC50) koncentracijom AA u različitim vremenskim intervalima (0,5, 1, 3, 6, 12, 24 h). Po 

dostizanju 70% konfluentnosti izolovana je totalna RNK uz pomoć RNAqueous®-4PCR Kit 

(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) prema uputstvu proizvođača.  

Po isteku tretmana, supernatant je odbačen, a ćelije su pokupljene u 350 μl pufera za lizu (eng. 

Lysis/Binding Solution) i dodatno lizirane na vorteksu. Na lizirane ćelije je dodato 350 μl 64% 

etanola i svaki uzorak je promešan na vorteksu. Lizirane ćelije su prebačene na filter kolonu 

(eng. Filter Cartridge) postavljenu u ependorf epruvetu od 2 ml i centrifugirane 1 min na 15000 

x g. Nakon završenog centrifugiranja, filtrat je obačen, a filter je ispran sa 700 μl pufera za 

ispiranje #1 (eng. Wash Solution #1) nakon čega je uzorak ponovo centrifugiran 1 min na 15000 

x g. Filtrat je uklonjen, a zatim je filter ispran sa 500 μl pufera za ispiranje #2/3 (eng. Wash 

Solution #2/3) i centrifugiran 1 min na 15000 x g. Kolona je još jednom isprana sa 500 μl pufera 

za ispiranje #2/3 i centrifugirana 1 min na 15000 x g. Kolona je prebačena u novu ependorf 

epruvetu koja je oslobođena RNKaze (eng. RNase-free), i na centar filtera, gde se nalazi vezana 

RNK, dodato je 50 μl elucionog rastvora (eng. Elution Solution) koji je prethodno zagrejan na 

80°C. Nakon toga je ponovo usledilo centrifugiranje 30 sekundi na 15000 x g na sobnoj 

temperaturi. Zatim je na kolonu dodato još 30 μl elucionog rastvora i ponovljeno je 

centrifugiranje pod istim uslovima. Dobijen je eluat koji sadrži celokupnu ćelijsku RNK. Da bi 

se otklonili tragovi kontaminacije sa DNK iz uzorka, primenjen je tretman DNKazom. U eluat je 

dodato je 8 μl  10x DNKaza 1 pufera (eng. DNaze 1 Buffer) i 1 μl DNKaze 1 (eng. DNaze 1), 

nakon čega je uzorak inkubiran 30 min na 37°C. Kada je završen inkubacioni period eluat je 

pomešan sa 8,8 μl reagensa za inaktivaciju DNKaze (eng. DNaze Inactivation Reagent) i 

inkubiran 2 min na sobnoj temperaturi. Čistoća i koncentracija dobijene totalne RNK su 

proverene merenjem apsorbance na 260 nm na BioSpec-nano spektrofotometru (Shimadzu, 

Hadano, Japan). 

 

3.2.9.2.  Reverzna transkripcija 

 
Nakon izolovanja i merenja koncentracije, RNK je reakcijom reverzne transkripcije prevedena u 

komplementranu DNK (cDNK) pomoću High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Komplementrana DNK predstavlja lanac DNK 

sintetisan na osnovu lanca iRNK u reakciji koju katalizuje enzim reverzna transkriptaza.  

Reakciona smesa se sastojala od 10 μl RNK uzorka (1 μg RNK), 2 μl 10xRT pufera (eng. RT 

Buffer), 0,8 μl 100 mM dNTP, 2 μl 10xRT nasumičnih prajmera (eng. RT Random Primers), 1 μl 

reverzne transkriptaze (eng. MultiScribeTM Reverse Transcriptase), 1 μl inhibitora RNKaze (eng. 

RNase Inhibitor) i 3,2 μl vode oslobođene nukleaza (eng. nuclease-free H2O). 

Reakcija reverzne transkripcije se odvijala u 3 koraka u bloku za zagrevanje (eng. Thermal 

cycler). Prvi korak je bio zagrevanje na 25°C 10 min, drugi korak je zagrevanje na 37°C 120 
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min, a treći korak je zaustavljanje reakcije zagrevanjem uzorka na 85°C 5 min. Sintetisana 

cDNK je čuvana na -20°C do dalje upotrebe. 

 

3.2.9.3.  Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu (qPCR) 

 
Lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu je izvedena uz pomoć mikrotitar ploča sa 96 

bunarića adaptiranih za kvantitativni PCR (MicroAmpTM Optical, Applied Buosystems, 

Warrington, UK) i Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, 

UK). Power SYBR® Green PCR Master Mix sadrži fluorescentnu boju SYBR® Green, enzim 

DNK polimerazu – (AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, UP) dNTP, optimizovan pufer i 

Passive reference. Pre dodavanja u qPCR reakciju, cDNK matrica je razblažena 10x. 

Reakciona smeša za qPCR koja se dodavala u svaki bunarić mikrotitar ploče u ukupnoj 

zapremini od 10 μl se sastojala od 5 μl SYBR Green Master Mix (2X), 0,5 μl specifičnih 

prajmera za gen od interesa (Tab. 3) ili za referentni gen β-aktin, 2 μl cDNK i 2 μl dH2O. 

Prajmeri korišćeni u reakcionoj smeši su dati u tabeli 3. Ploča je prekrivena optičkim adhezivnim 

filmom (Applied Biosystems, Varington, Velika Britanija), centrifugirana 3 min na 1000 x g i 

preneta u termoblok RT-qPCR MasterCycler RealPlex 4 (Eppendorf, Hamburg, Germany) 

aparata. Amplifikacija se odvijala na sledeći način: inicijalna denaturacija 10 min na 95°C, 

praćena koracima denaturacije DNK lanca 15 s na 95°C i vezivanja prajmera i elongacije lanca 

od 1 min na 60°C. Ciklus je ponovljen 40 puta. Nivo ekspresije gena od interesa standardizovan 

je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin koji je detektovan u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt, 

gde je dCt razlika između Ct vrednosti ispitivanog gena i gena za β-aktin. 

 

 

Tabela 3. Sekvence prajmera korišćenih za qPCR analizu. 

 

Naziv gena Sekvenca para prajmera 5' – 3' 

Bcl-2 
Fw: 5'-AAGCTGTCACAGAGGGGCTA-3' 

Rev: 5'-CTCTCAGGCTGGAAGGAGAA-3' 

Bax 
Fw: 5'-CTGCAGAGGATGATTGCTGA-3' 

Rev: 5'-GATCAGCTCGGGCACTTTAG-3' 

β-aktin 
Fw: 5'-AGATTACTGCCCTGGCTCCT-3' 

Rev: 5'-ACATCTGCTGGAAGGTGGAC-3' 

Insulin 
Fw: 5'-ATGGCCCTGTGGATGCGCTT-3' 

Rev: 5'-ACAATGCCACGCTTCTGCCG-3' 

Katalaza 
Fw: 5'-CCAGCGACCAGATGAAGCA-3'  

Rev: 5'-TGGTCAGGACATCGGGTTTC-3' 

SOD1 
Fw: 5'-AAGCGGTGAACCAGTTGTG-3' 

Rev: 5'-CCAGGTCTCCAACATGCC-3' 

SOD2 
Fw: 5'-GGTGGAGAACCCAAAGGAGA-3' 

Rev: 5'-AGCAGTGGAATAAGGCCTGT-3' 

CYP2E1 
Fw: 5'-TCCCCAAGTCTTTCACCAAGT-3' 

Rev: 5'-GAGCCAAGGTGCAGTGTGAAC-3' 

iNOS 
Fw: 5'-TGCTAATGCGGAAGGTCATG-3' 

Rev: 5'-GCTTCCGACTTTCCTGTCTCA-3' 
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3.3.  STATISTIČKA OBRADA 

 
Statistička obrada podataka dobijenih linearnim merenjima, stereološkom i serološkom 

analizom, kao i analizom optičke gustine je izvršena u program Statistica 8.0 (StatSoft, Inc). 

Stereološki parametri, optičke gustine, broj i dijametar Langerhansovih ostrvaca su analizirani 

neparametrijskim Kruskal-Wallis ANOVA testom. Komparirane su razlike između 

eksperimentalnih grupa za svaki analizirani parameter, a vredosti p<0,05 su smatrane statistički 

značajnim. Rezultati serološke analize su podvrgnuti analizi One-way ANOVA testom praćenim 

Bonferoni post-hoc testom. Komparirane su razlike između eksperimantalnih grupa sa 

postavljenim nivoom značajnosti od p<0,05. Rezultati dobijeni analizama na Rin-5F ćelijskoj 

kulturi su analizirani Mann – Whitney U-testom. Dobijeni rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost (mean) ± standardna greska (SEM) za svaki ispitivani parametar i svaku 

eksperimentalnu grupu životinja.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. REZULTATI 
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4.1.  UTICAJ TRETMANA AKRILAMIDOM NA ENDOKRINI 

PANKREAS MUŽJAKA PACOVA SOJA WISTAR, TRETIRANIH U 

JUVENILNOM PERIODU 

 
4.1.1. Opšta mikroanatomska struktura Langerhansovih ostrvaca nakon 

primene akrilamida  

 

Histološkom, kvalitativnom analizom je proučavana mikroanatomska građa Langerhansovih 

ostrvaca kontrolnih i akrilamidom tretiranih mužjaka juvenilnih pacova soja Wistar, na 

preparatima obojenim H-E i Mallory metodom. Analiza preparata bojenih H-E metodom je 

izvršena na svetlosnom mikroskopom pri  uveličanju od 400x, dok je analiza rezova pankreasa 

bojenih Mallory metodom izvršena na uveličanju od 630x. Na rezovima pankreasa bojenim H-E 

metodom nije uočena pojava značajnih promena u histološkoj građi Langerhansovih ostrvaca 

kod životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm (AA 25 mg/kg) i 50 mg/kg tm 

(AA 50 mg/kg) u poređenju sa kontrolom (Sl. 7). Tipična građa Langerhansovih ostrvaca bez 

uočljive promene u količini vezivnog tkiva je potvrđena i analizom preseka na uveličanju od 

630x, bojenih Mallory metodom (Sl. 10).  

 

4.1.2. Dijametar i broj Langerhansovih ostrvaca nakon primene akrilamida 

 

Dijametar i broj Langerhansovih ostrvaca kod kontrolnih i akrilamidom tretiranih životinja su 

određivani na ukupno 120 pankreasnih rezova (4 reza po životinji) obojenih H-E metodom, na 

uveličanju od 400x. Analiza preseka  pankreasa tretiranih životinja sa obe doze akrilamida nije 

pokazala promenu ni u dijametru, ni u broju Langerhansovih ostrvaca u poređenju sa kontrolnim 

životinjama. 

 

 
Sl. 7. Langerhansova ostrvca juvenilnih mužjaka pacova. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 mg/kg tm. 

H-E metoda bojenja. Bar: 50 μm. 

 

Korigovani srednji dijametar (Di) Langerhansovih ostrvaca nije statistički značajno promenjen 

kod pacova tretiranih sa obe doze akrilamida, u poređenju sa kontrolnim životinjama (Sl. 8).  

Broj Langerhansovih ostrvaca je, dozno-zavisno smanjen, kod životinja tretiranih sa obe doze 

akrilamida. Međutim, uočeno smanjenje nema statističku signifikantnost u poređenju sa 

kontrolnim životinjama (Sl. 9).  
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Sl. 8. Korigovani srednji dijametar (Di) Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih 

životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 
Sl. 9. Broj Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja tretiranih 

sa AA u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.3. Analiza kapilara Langerhansovih ostrvaca nakon primene akrilamida 

 
Analiza kapilara Langerhansovih ostrvaca kod kontrolnih i akrilamidom tretiranih životinja je 

izvršena na svetlosnim mikroskopom na presecima pankreasa obojenim trihromnom Mallory 

metodom, na uveličanju od 630x. Kod životinja tretiranih sa obe doze akrilamida se uočava 

dilatacija insularnih kapilara u odnosu  na  kontrolne životinje (Sl. 10).  
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Sl. 10. Langerhansova ostrvca juvenilnih mužjaka pacova. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 mg/kg tm. 

Dilatirani kapilari (↑). Mallory metoda bojenja. Bar: 20 μm. 

 

4.1.4. Stereološka analiza β-ćelija kontrolnih pacova i pacova tretiranih sa 

akrilamidom 

 

Langerhansova ostrvca kontrolnih pacova su sačinjena primarno od β-ćelija koje dominiraju i 

koje su tipično lokalizovane u centru ostrvca, što je osnovna karakteristika arhitekture ovih 

ostrvaca kod kontrolnih pacova (Sl. 11-a). Stereološkom metodom analizirane su volumenske 

gustine (Vvβ), numeričke gustine (Nvβ), površinske gustine (Svβ), volumenske gustine jedra 

(Vvnβ), i citoplazme (Vvcβ), kao i nukleocitoplazmatskog odnosa (Nβ/Cβ) pankreasnih β-ćelija.  

Imunopozitivne ćelije na insulin su kod tretiranih životinja pokazale dozno-zavisno smanjenje 

vrednosti svih posmatranih parametara, a Nvβ i Svβ su pokazali dozno-zavisno smanjenje 

vrednosti koje je statistički značajno smanjena u obe tretirane grupe pacova (p<0,05) u odnosu 

na kontrolu (Sl. 12-17).  

 

 
Sl. 11. Imunopozitivnost β-ćelija juvenilnih mužjaka pacova na insulin. Tamno-smeđa obojenost citoplazme 

predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 mg/kg tm. Imunohemijsko 

bojenje na insulinski marker. Bar: 50 μm. 
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4.1.4.1. Volumenska gustina β-ćelija (Vvβ) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Na slici 12 se vidi da je vrednost Vvβ pokazala tendenciju slabog opadanja u dozno-zavisnom 

maniru kod životinja tretiranih sa obe doze akrilamida u odnosu na kontrolu. Redukcija vrednosti 

Vvβ ni kod jedne tretirane grupe nije bila statistički signifikantna u poređenju sa kontrolnim 

životinjama (Sl. 12).  

 
Sl. 12. Volumenska gustina β-ćelija (Vvβ) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

 
Sl. 13. Numerička gustina β-ćelija (Nvβ) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10, *p<0,05.  

 

4.1.4.2. Numerička gustina β-ćelija (Nvβ) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Brojnost β-ćelija se pokazala kao veoma osetljiv parametar koji je imao dozno-zavisni odgovor 

na tretman sa obe doze akrilamida. Kod pacova tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm 

je uočeno smanjenje u numeričkoj gustini β-ćelija za 18,69% koje je statistički značajno u 

poređenju sa kontrolom (p<0,05). Tretman sa akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm je doveo do 
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daljeg smanjenja u broju β-ćelija za 19,9%, što je, takođe, predstavljalo statistički signifikantnu 

promenu u poređenju sa kontrolom (Sl. 13; Sl. 11-b, c). 

 

4.1.4.3. Površinska gustina β-ćelija (Svβ) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Površinska gustina β-ćelija je, takođe, pokazala dozno-zavisni pad u vrednosti kod obe grupe 

pacova tretiranih akrilamidom. Kao što se uočava na slici 14, vrednost Svβ je kod pacova 

tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm opala u odnosu na kontrolnu grupu za 11,37%, 

da bi se taj pad u vrednosti Svβ nastavio kod pacova tretiranih sa akrilamidom u dozi od 50 

mg/kg tm (15,62%). Pad u vrednosti Svβ je kod obe akrilamidom tretirane grupe životinja bio 

statistički signifikantan u poređenju sa kontrolom (p<0,05) (Sl. 14). 

 

 
Sl. 14. Površinska gustina β-ćelija (Svβ) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10, *p<0,05.  

 

4.1.4.4. Volumenska gustina nukleusa β-ćelija (Vvnβ) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Tretman sa obe doze akrilamida, je doveo do nesignifikantnong smanjenja u vrednosti 

volumenske gustine nukleusa β-ćelija pankreasa u odnosu na kontrolu koja, međutim, nije bila 

dozno-zavisna (Sl. 15).  
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Sl. 15. Volumenska gustina nukleusa β-ćelija (Vvnβ) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i 

životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.4.5. Volumenska gustina citoplazme β-ćelija (Vvcβ) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Volumenska gustina citoplazme β-ćelija je pokazala blagi pad u vrednosti kod tretiranih 

životinja, koji nije statistički signifikantan ni kod jedne tretirane grupe u poređenju sa kontrolom 

(Sl. 16).  

 

 
Sl. 16. Volumenska gustina citoplazme β-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i 

životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.4.6. Nukleocitoplazmatski odnos β-ćelija (Nβ/Cβ) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Nukleocitoplazmatski odnos (Nβ/Cβ) je parameter čija vrednost je opala kod β-ćelija blagom 

dozno-zavsinom maniru (Sl. 17). Pad vrednosti Nβ/Cβ kod pacova tretiranih sa obe doze 

akrilamida je neznatan i nije statistički signifikantan u poređenju sa kontrolnim životinjama. 
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Sl. 17. Nukleocitoplazmatski odnos β-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm. 

 

4.1.5. Stereološka analiza α-ćelija kontrolnih pacova i pacova tretiranih sa 

akrilamidom 

 

Stereološkom metodom analizirani su volumenska gustina (Vvα), numerička gustina (Nvα), 

površinska gustina (Svα), volumenska gustina jedra (Vvnα), volumenska gustina citoplazme 

(Vvcα) i nukleocitoplazmatski odnos (Nα/Cα) pankreasnih α-ćelja. Alfa-ćelije kontrolnih pacova 

su uočene kao tanki prstenovi koji okružuju Langerhansovo ostrvce, što je tipična lokalizacija α-

ćelija kontrolnih pacova (Sl. 18-a), a ovako su pozicionirane i α-ćelije pacova tretiranih sa obe 

doze akrilamida i (Sl. 18-b, 18-c). Kod pacova tretiranih sa nižom dozom akrilamida (25 mg/kg 

tm) došlo je do porasta vrednosti svih posmatranih stereoloških parametara (Sl. 19-24), dok je 

kod životinja iz eksperimentalne grupe koja je primala akrilamid u višoj dozi (50 mg/kg tm) 

došlo do njihovog pada, osim kod vrednosti parametra Vvcα (Sl. 22). Iako je došlo do pada 

vrednosti posmatranih parametara kod životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm 

u poređenju sa njihovim vrednostima kod životinja koje su tretirane nižom dozom, sve vrednosti 

posmatranih stereoloških parametara kod životinja iz grupe koja je tretirana višom dozom 

akrilamida su i dalje povišene u odnosu na vrednosti kod kontrolnih životinja.  
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Sl. 18. Imunopozitivnost α-ćelija juvenilnih mužjaka pacova na glukagon. Tamno-smeđa obojenost citoplazme 

predstavlja pozitivnu imunoreakciju na glukagon. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 mg/kg tm. 

Imunohemijsko bojenje na glukagonski marker. Bar: 50 μm. 

 

4.1.5.1. Volumenska gustina α-ćelija (Vvα) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Vrednost Vvα se kod pacova tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm povećava u 

odnosu na kontrolu, međutim, bez statističke značajnosti. Kod životinja tretiranih višom dozom 

akrilamida, vrednost Vvα je blago opala u poređenju sa životinjama tretiranim sa nižom dozom 

akrilamida, ali i dalje ostaje povšena i bez statističke signifikantnosti u poređenju sa kontrolom, 

(Sl.19).  

 
Sl. 19. Volumenska gustina α-ćelija (Vvα) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.5.2. Numerička gustina α-ćelija (Nvα) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Numerička gustina je parameter koji je pokazao najveću promenu kod α-ćelija životinja 

tretiranih sa akrilamidom (Sl. 20). U tretmanu nižom dozom akrilamida dolazi do statistički 

značajnog skoka u broju α-ćelija, za 43,52%, u odnosu na broj α-ćelija u kontroli (p<0,05), dok 

kod životinja tretiranih sa višom dozom akrilamida (50 mg/kg tm) Nvα opada u poređenju sa 
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Nvα životinja tretiranih sa nižom dozom akrilamida (25 mg/kg tm) i približava se kontrolnoj 

vrednosti od koje ostaje neznatno viša, ali ova razlika nije statistički značajna (Sl. 20). 

 

 
Sl. 20. Numerička gustina α-ćelija (Nvα) (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10, *p<0,05. 

 

4.1.5.3. Površinska gustina α-ćelija (Svα) kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Vrednost Svα se kod životinja tretiranih sa nižom dozom akrilamida povećava kada se uporedi sa 

vrednošću Svα kontrolnih životinja, međutim, bez statističke značajnosti (Sl. 21). Kod životinja 

tretiranih za višom dozom akrilamida, Svα zadržava povišenu vrednost u odnosu na vrednost kod 

kontrolnih životinja, iako se smanjuje u poređenju sa Svα kod životinja tretiranih nižom dozom 

akrilamida. Ni jedna od promena vrednosti Svα nije statistički signifikantna (Sl. 21). 

 

 
Sl. 21. Površinska gustina α-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja tretiranih 

sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 
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4.1.5.4. Volumenska gustina nukleusa α-ćelija (Vvnα) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Tretman akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm je doveo do blagog porasta Vvnα u poređenju sa 

kontrolnom vrednosti (Sl. 22). Kod životinja koje su tretirane akrilamidom u dozi od 50 mg/kg 

tm, vrednost Vvnα opada, ali ostaje neznatno viša u odnosu na kontrolnu. Promene u vrednosti 

Vvnα u tretmanima akrilamidom nisu statistički značajne u odnosu na kontrolu. 

 
Sl. 22. Volumenska gustina nukleusa α-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 
Sl. 23. Volumenska gustina citoplazme α-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i 

životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.5.5. Volumenska gustina citoplazme α-ćelija (Vvcα) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Volumenska gustina citoplazme α-ćelija je pokazala blagi dozno-zavisni porast vrednosti kod 

životinja tretiranih sa obe doze akrilamida u poređenju sa kontrolnim životinjama (Sl. 23). Porast 

u vrednosti Vvcα nije značajan ni kod jedne akrilamidom tretirane grupe životinja u poređenju sa 

kontrolnom grupom. 
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4.1.5.6. Nukleocitoplazmatski odnos α-ćelija (Nα/Cα) kontrolnih pacova i 

pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Nukleocitoplazmatski odnos je parameter čija vrednost pokazuje neznatan porast kod α-ćelija 

životinja tretiranih nižom dozom akrilamida, da bi zatim opala ispod kontrolne vrednosti kod 

životinja koje su primale višu dozu akrilamida (Sl. 24). Porast vrednosti nukleocitoplazmatskog 

odnosa kod životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm, kao ni pad vrednosti 

Nα/Cα kod pacova tretiranih sa akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm nije statistički signifikantan 

u poređenju sa kontrolnim životinjama. 

 

 
Sl. 24. Nukleocitoplazmatski odnos α-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.6. Analiza ekspresije odabranih proteina u ćelijama Langerhansovih 

ostrvaca kontrolnih pacova i pacova tretiranih sa akrilamidom 

 

4.1.6.1. Određivanje optičke gustine insulin imunopozitivnih ćelija kontrolnih 

pacova i pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Imunohistohemijsko bojenje preseka pankreasa korišćenjem antitela na insulin je pokazalo 

imunoreaktivnost u β-ćelijama Langerhanovih ostrvaca. Insulin se pod svetlosnim mikroskopom 

video kao skup tamno-smeđih granula prisutnih u citoplazmi β-ćelija (Sl. 11). Kvantifikacija 

količine insulina je izvršena određivanjem optičke gustine insulin imunopozitivnih ćelija 

(ODINS). ODINS je pokazala značajnu dozno-zavisnu redukciju ekspresije insulina kod pacova 

tretiranih sa obe doze akrilamida u poređenju sa kontrolom, za 30,61% (p<0,01) i 34,7% 

(p<0,001), respektivno (Sl. 25).  
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Sl. 25. Optička gustina β-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa 

akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10, **p<0,01, ***p<0,001 

 

4.1.6.2. Određivanje optičke gustine glukagon imunopozitivnih ćelija 

(ODGLUK) kontrolnih pacova i pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Nakon imunohistohemijskog bojenja ćelija Langerhansovih ostrvaca korišćenjem antitela na 

glukagon, ovaj hormon se pod mikroskopom video kao skup tamno-braon granula unutar 

citoplazme u α-ćelijama (Sl. 18). Kvantifikacija optičke gustine glukagon imunopozitivnih ćelija 

(ODGLUK) je pokazala dozno-zavisni porast kod pacova tretiranih sa akrilamidom kako slabijom, 

tako i jačom dozom (Sl. 18). Porast vrednosti ODGLUK u α-ćelijama Langerhansovih ostrvaca 

pankreasa pacova koji su tretirani sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm nije bio statistički 

značajan. Tretman pacova akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm je u α-ćelijama pacova koji su 

primali ovaj tretman doveo do značajnog porasta ODGLUK za 22,85% u poređenju sa kontrolnim 

pacovima (p<0,05) što ukazuje na povećanja količine glukagona u citoplazmi (Sl. 26).  

 

 
Sl. 26. Optička gustina glukogona u citoplazmi α-ćelija (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i 

životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm. *p<0,05.  
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4.1.6.3. Određivanje optičke gustine ćelija imunopozitivnih na inducibilnu 

azot-oksid sintetazu (ODiNOS) u Langerhansovim ostrvcima kontrolnih 

pacova i pacova tretiranih sa akrilamidom 

 
Imunohistohemijsko bojenje preseka pankreasa markerom za iNOS je pokazalo 

imunoreaktivnost u gotovo svim endokrinim ćelijama Langerhanovih ostrvaca kontrolnih 

životinja. Inducibilna azot-oksid sintetaza se uočavala u vidu braon granula raspoređenih po 

citoplazmi ćelije (Sl. 27). I kod kontrolnih i kod tretiranih životinja su iNOS imunopozitivne 

ćelije ravnomerno raspoređene po celom ostrvcu. Tretman akrilamidom je značajno dozno-

zavisno povećao ODiNOS u Langerhansovim ostrvcima (Sl. 28). Tretman sa akrilamidom u dozi 

od 25 mg/kg tm je statistički značajno povećao vrednost ODiNOS za 18,6% u poređenju sa 

kontrolnim životinjama (p<0,05) što ukazuje na porast u sintezi iNOS (Sl. 28). Jači tretman sa 

akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm je doveo do još većeg porasta ODiNOS, za 27,9%, u 

poređenju sa kontrolom, sa stepenom značajnosti od p<0,01.  

  

 
Sl. 27. Imunopozitivnost ćelija Langerhansovih ostrvaca juvenilnih mužjaka pacova na iNOS. Prisustvo tamno-

braon obojenosti citoplazme predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 

mg/kg tm. Bar: 50 μm. 

 

 
Sl. 28. Optička gustina iNOS u citoplazmi ćelija Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) 

kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm. *p<0,05, 

**p<0,01.  
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4.1.6.4. Određivanje optičke gustine ćelija imunopozitivnih na katalazu 

(ODCAT) u Langerhansovim ostrvcima kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Sve endokrine ćelije Langerhansovih ostrvaca su pokazale umerenu ekspresiju CAT. I kod 

kontrolnih životinja i kod životinja tretiranih sa obe doze akrilamida imunopozitivne ćelije na 

katalazu su ravnomerno raspoređene po celom ostrvcu. Tretman sa akrilamidom je doveo do 

neznatnog pada u vrednostima ODCAT u Langerhansovim ostrvcima koji nije dozno zavistan i 

identičan je u slučaju oba tretmana u poređenju sa kontrolom. Uočeni pad u vrednosti ODCAT 

nije statistički značajan (Sl. 29; Sl. 30).  

 

 
Sl. 29. Imunopozitivnost ćelija Langerhansovih ostrvaca juvenilnih mužjaka pacova na CAT. Tamno-braon 

obojenost citoplazme predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg tm, (c) AA 50 mg/kg tm. 

Imunohemijsko bojenje na CAT marker. Bar: 50 μm. 

 

 
Sl. 30. Optička gustina CAT u citoplazmi ćelija Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) 

kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

 

 



71 
 

4.1.6.5. Određivanje optičke gustine ćelija imunopozitivnih na superoksid 

dismutazu 1 (ODSOD1) i superoksid dismutazu 2 (ODSOD2) u 

Langerhansovim ostrvcima kontrolnih pacova i pacova tretiranih sa 

akrilamidom 

 
Gotovo sve endokrine ćelije Langerhansovih ostrvaca kontrolnih životinja su pokazale umerenu 

citoplazmatična imunoreaktivnost na SOD1 i SOD2 (Sl. 31, Sl. 33).  Tretman sa akrilamidom 

nije doveo do promene u vrednostima ODSOD1 i ODSOD2 (Sl. 32, 33). I kod SOD1 i SOD2 se 

uočava isti trend u ekspresiji proteina prilikom akrilamidnog tretmana. U oba slučaja slabiji 

tretman od 25 mg/kg tm izaziva pad u OD, da bi ta vrednost porasla i gotovo se izjednačila sa 

kontrolnom kod životinja koje su primale jači akrilamidni tretman u dozi od 50 mg/kg tm (Sl. 32, 

Sl. 34). Ni jedna promena u vrednosti OD za enzime SOD1 i SOD2 u endokrinim ćelijama 

pankreasa nije statistički značajna kada se uporedi sa kontrolom (Sl. 32, 33). 

 

 
Sl. 31. Imunopozitivnost ćelija Langerhansovih ostrvaca juvenilnih mužjaka pacova na SOD1. Prisustvo tamno-

braon obojenosti citoplazme predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a)Kontrola, (b) AA 25 mg/kg, (c) AA 50 mg/kg. 

Imunohemijsko bojenje na SOD1 marker. Bar: 50 μm. 

 

 
Sl. 32. Optička gustina SOD1 u citoplazmi ćelija Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) 

kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 
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Sl. 33. Imunopozitivnost ćelija Langerhansovih ostrvaca juvenilnih mužjaka pacova na SOD2. Tamno-braon 

obojenost citoplazme predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg, (c) AA 50 mg/kg. 

Imunohemijsko bojenje na SOD2 marker. Bar: 50 μm. 

 

 
Sl. 34. Optička gustina SOD2 u citoplazmi ćelija Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) 

kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.1.6.6. Određivanje optičke gustine ćelija imunopozitivnih na CYP2E1 

(ODCYP2E1) u Langerhansovim ostrvcima kontrolnih pacova i pacova 

tretiranih sa akrilamidom 

 
Analiza pankreasnih preseka je pokazala slabu imunoreaktivnost na CYP2E1 u endokrinim 

ćelijama Langerhansovih ostrvaca, kako kontrolnih, tako i tretiranih životinja (Sl. 35). I kod 

kontrolnih i kod tretiranih životinja su CYP2E1 imunoreaktivne ćelije ravnomerno raspoređene 

po ostrvcu. Kod životinja tretiranih sa akrilamidom je došlo do dozno-zavisnog pada u vrednosti 

(Sl. 36). Ćelije Langerhansovih ostrvaca životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg 

tm ne pokazuju značajnu redukciju u ODCYP2E1 vrednosti, dok je kod životinja tretiranih sa 

akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm uočen statistički značajan pad vrednosti ODCYP2E1 za 

51,43% u odnosu na kontrolu  (p<0,05) (Sl. 36).  
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Sl. 35. Imunopozitivnost ćelija Langerhansovih ostrvaca juvenilnih mužjaka pacova na CYP2E1. Tamno-braon 

obojenost citoplazme predstavlja pozitivnu imunoreakciju. (a) Kontrola, (b) AA 25 mg/kg, (c) AA 50 mg/kg. 

Imunohemijsko bojenje na CYP2E1 marker. Bar: 50 μm. 

 

 
Sl. 36. Optička gustina CYP2E1 u citoplazmi ćelija Langerhansovih ostrvaca (srednja vrednost ± standardna greška) 

kontrolnih životinja i životinja tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10, *p<0,05.  

 

4.1.7. Analiza nivoa glukoze u serumu kontrolnih pacova i pacova tretiranih 

sa akrilamidom 

 
Analiza nivoa glukoze u serumu pacova tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 

mg/kg tm nije pokazala statistički značajnu razliku u poređenju sa nivoom glukoze u serumu 

pacova iz kontrolne grupe (Sl. 37). 
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Sl. 37. Koncentracija glukoze u serumu (srednja vrednost ± standardna greška) kontrolnih životinja i životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, n=10. 

 

4.2.  UTICAJ TRETMANA AKRILAMIDOM NA RIN-5F ĆELIJSKU 

LINIJU 

 
4.2.1. Uticaj tretmana akrilamidom na vijabilnost Rin-5F ćelija 

 

Vijabilnost ćelijske linije Rin-5F nakon tretmana akrilamidom je ispitana sa dva testa 

vijabilnosti: 3-(4,5-Dimetiltiayol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bromid (MTT) esejom i metodom 

bojenja tripan plavo. 

MTT test je pokazao da izloženost rastućim koncentracijama akrilamida tokom 24 h smanjuje 

vijabilnost Rin-5F ćelija u koncentracijski-zavisnom maniru (Sl. 38-a). MTT esej je pokazao 

značajnu redukciju vijabilnosti ćelija tretiranih sa 7,5 mM, 10 mM, 12,5 mM, 15 mM i 20 mM 

akrilamida, za 25,74%, 53,4%, 75,5%, 86,2% i 93,5%, respektivno, koja je imala veoma visoku 

statističku značajnost u poređenju sa kontrolnim ćelijama (p<0,001) (Sl. 38-a).  

Tripan plavo esej (Sl. 38-b) je pokazao da redukcija vijabilnosti ćelija tretiranih akrilamidom 

započinje već pri koncentraciji akrilamida od 5 mM, i nastavlja se u koncentracijski-zavisnom 

maniru pri koncentracijama od 7,5 mM, 10 mM, 12,5 mM, 15 mM i 20 mM akrilamida, za 

16,43%, 18,47%, 48,75%, 59,47%, 74,33% i 91,09%, respektivno. Smanjena vijabilnost Rin-5F 

ćelija kod svih pomenutih tretmana sa akrilamidom ima veoma visoku statističku značajnost u 

poređenju sa kontrolom (p<0,001). Rezultati MTT i tripan plavo testova vijabilnosti pokazuju da 

je koncentracija akrilamida od 10 mM dovela do smrti 53,4% i 48,75% akrilamidom tretiranih 

Rin-5F ćelija, redom, zbog čega je ova koncentracija korišćena kao IC50 vrednost u svim daljim 

eksperimentima.   
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Sl. 38. (a) MTT test vijabilnosti Rin-5F ćelija nakon tretmana akrilamidom tokom rastućih koncentracija. Prikazana 

je srednja vrednost ± standardna greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. ***p<0,001. (b) Tripan 

plavo test vijabilnosti Rin-5F ćelija nakon tretmana akrilamidom tokom rastućih koncentracija. Prikazana je srednja 

vrednost ± standardna greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. ***p<0,001. 

 

4.2.2. Uticaj tretmana akrilamidom na parametre oksidativnog stresa i 

antioksidativne zaštite u Rin-5F ćelijama 

 
U cilju ispitivanja potencijalnog efekta akrilamida na parametre oksidativnog stresa i ćelijski 

sistem antioksidativne zaštite, analizirani su biomarkeri oksidativnog stresa, kao i aktivnost 

odabranih enzima antioksidativne zaštite nakon tretmana Rin-5F ćelijske linije sa 10 mM 

akrilamidom (IC50) tokom različitih vremenskih perioda (0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h), Posmatrani su 

sledeći biomarkeri oksidativnog stresa: nivo lipidne peroksidacije, koncentracija redukovanog 

glutationa (GSH), nivo slobodnih sulfhidrilnih grupa proteina (-SH) i nivo nitrita. Enzimi 

antioksidativne zaštite čija aktivnost je praćena u Rin-5F ćelijama nakon tretmana sa 

akrilamidom su SOD i CAT.  

 

  



76 
 

4.2.2.1. Uticaj tretmana akrilamidom na lipidnu peroksidaciju u Rin-5F 

ćelijama  

 
Nivo lipidne peroksidacije u Rin-5F ćelijama nakon tretmana akrilamidom je određen pomoću 

TBARS eseja kojim je ispitano prisustvo malondialdehida (MDA), produkta lipidne 

peroksidacije. Statistički značajan porast u nivou MDA je uočen nakon tretmana akrilamidom u 

trajanju od 1 h, 12 h i 24 h od 2, 2,1 i 2,42 puta, respektivno, u poređenju sa kontrolnim ćelijama, 

(p<0,05) (Sl. 39).  

 

 
Sl. 39.  Nivo lipidne peroksidacije u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna greška rezultata dobijenih iz tri 

nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h). *p<0,05.  

 

4.2.2.1. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo redukovanog glutationa (GSH) 

u Rin-5F ćelijama 

 
Nakon tretmana ćelijske linije Rin-5F sa 10 mM akrilamidom u različitim vremenskim 

intervalima izmeren je nivo redukovanog GSH. Kao što je prikazano na slici 40, tretmani 10 mM 

akrilamidom tokom 1, 3, 6, 12 i 24 h su pokazali statistički signifikantan pad za 38,5%, 39,2%, 

41,97%, 48,92% i 47,38%, respektivno, u odnosu na kontrolu  (p<0,05) (Sl. 40).  

 

 
Sl. 40. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo redukovanog GSH u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna 

greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 

1, 3, 6, 12 i 24 h). *p<0,05.  



77 
 

 

4.2.2.2. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo slobodnih sulfhidrilnih grupa 

proteina (-SH) u Rin-5F ćelijama  

 
Statistiški značajan pad u nivou slobodnih –SH grupa proteina u odnosu na kontrolu (p<0,05) je 

uočen kod ćelija koje su tretirane sa akrilamidom tokom 3 h (45,94%) i 6 h (44,83%) (Sl. 41). 

Pad u nivou slobodnih –SH grupa u ostalim tačkama tretmana (0,5, 1, 12 i 24 h) sa IC50 

koncentracijom akrilamida nije bio statistički značajan u odnosu na kontrolne ćelije (Sl. 41). 

 

 
Sl. 41. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo slobodnih -SH grupa proteina u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± 

standardna greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite 

dužine (0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h). *p<0,05.  

 

4.2.2.3. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo prisutnih nitrita (NO2
−) u Rin-

5F ćelijama  

 
Nakon tretmana akrilamidom količina produkcije NO˙ se određuje indirektno, merenjem 

koncentracije nitrita (NO2
−) u medijumu u kojem su gajene Rin-5F ćelije. U kontrolnim ćelijama 

je uočen neznatni nivo NO2
−, dok je tretman sa akrilamidom u koncentraciji IC50 doveo do 

značajnog povećanja nivoa NO2
− u svim tretmanima tokom različitih vremenskih perioda, u 

poređenju sa kontrolnim vrednostima. Tretman od 3 i 6 h je povećao koncentraciju NO2
− 10,67 i 

10,33 puta (p<0,01), a tretman od 0,5, 1, 12 i 24 h je povećao koncentraciju NO2
− 15,67, 18,67, 

13,33 i 12,33 puta, respektivno (p<0,001) (Sl. 42).  

 

4.2.2.4. Uticaj tretmana akrilamidom na aktivnost enzima superoksid 

dismutaza (SOD) u Rin-5F ćelijama  

 

Kao što se vidi na slici 43, različita dužina izlaganja Rin-5F ćelija akrilamidu ima za rezultat 

promenu u aktivnosti SOD. Ukupna SOD aktivnost se statistički značajno smanjila nakon 

izloženosti akrilamidu u trajanju od 1, 12 i 24 h za 52,1%, 24,71% i 24,44%, respektivno, u 

poređenju sa kontrolom (p<0,05) (Sl. 43). Nasuprot ovome, tretman u trajanju od 6 h značajano 

je pojačao aktivnost SOD, za 30,75%, u odnosu na kontrolne ćelije (p<0,05) (Sl. 43). 
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Sl. 42. Uticaj tretmana akrilamidom na nivo NO2

− u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna greška rezultata 

dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h). 

**p<0,01,  ***p<0,001.  

 

 

 
Sl. 43. Uticaj tretmana akrilamidom na aktivnost enzima SOD u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna 

greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 

1, 3, 6, 12 i 24 h). *p<0,05.  

 

4.2.2.5. Uticaj tretmana akrilamidom na aktivnost enzima katalaza (CAT) u 

Rin-5F ćelijama  

 
Aktivnost enzima CAT u Rin-5F ćelijskoj liniji tretiranoj sa 10 mM akrilamidom je prikazana na 

slici 44. Najveća aktivnost CAT je izmerena kod akrilamidnog tretmana u trajanju od 1 h, kada 

dolazi do statistički značajanog porasta, 2,2 puta (p<0,05), u odnosu na kontrolu. Tretman od 12 

h doveo do signifikantnog pada u aktivnosti CAT, 4,6 puta, u odnosu sa aktivnost ovog enzima u 

kontrolnim ćelijama (p<0,05) (Sl. 44).  
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Sl. 44. Uticaj tretmana akrilamidom na aktivnost enzima CAT u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna 

greška rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 

1, 3, 6, 12 i 24 h). *p<0,05.  

 

4.2.3. Uticaj tretmana akrilamidom na ekspresiju odabranih gena u Rin-5F 

ćelijama 

 
Relativna transkripcija gena za insulin, iNOS, SOD1, SOD2, CAT i CYP2E1 je određivana 

nakon izlaganja Rin-5F ćelija akrilamidu u različitim vremenskim intervalima Izolovana je 

totalna RNK iz Rin-5F ćelija, nakon čega je reakcijom reverzne transkripcije sintetisana 

komplementarna DNK (eng. Complementary DNA - cDNK) koja je služila kao matrica u reakciji 

lančanog umnožavanja u realnom vremenu (qPCR). Komplementarna DNK je sintetisana na 

osnovu iRNK matrice ispitivanog gena pomoću prajmera Tehnikom qPCR je kvantifikovana 

iRNK za pomenute gene u Rin-5F ćelijama korišćenjem prajmera koji su prikazani u tabeli 3 

(Mateijal i metode). Nivo ekspresije gena od interesa standardizovan je u odnosu na ekspresiju 

gena za β-aktin koji je detektovan u istom uzorku i iskazan kao 2-dCt, gde je dCt razlika između 

Ct vrednosti gena od interesa i gena za β-aktin.  

 

4.2.3.1. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za 

insulin u Rin-5F ćelijama  

 
Relativna transkripcija gena za insulin je posmatrana tokom tretmana Rin-5F ćelija sa 10 mM 

akrilamida u trajanju od 0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h. Svi primenjeni tretmani, osim tretmana od 24 h, su 

doveli do porasta u sintezi iRNK gena za insulin, međutim, ni jedna od izazvanih promena nije 

pokazala statističku značajnost u poređenju sa kontrolnim, netretiranim, ćelijama (Sl. 45).  
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Sl. 45. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za insulin (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za insulin analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za insulin standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. 

 
Sl. 46. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za iNOS (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za iNOS analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za iNOS standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. 

 

4.2.3.2. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za iNOS 

u Rin-5F ćelijama  

 
Analiza relativne ekspresije gena za iNOS je pokazala da svi tretmani Rin-5F ćelija sa 10 mM 

akrilamidom značajno povećavaju nivo iRNK gena za iNOS (Sl. 46). Tretman od 0,5 h je 
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povećao nivo iRNK za iNOS 3,44 puta (p<0,05), tretman od 12 h je povećao nivo transkripcije 

gena za iNOS 6,45 puta (p<0,01), dok su tretmani od 1, 3, 6 i 24 h povećavali nivo iRNK za 

iNOS 10,58, 7,96, 7,55 i 10,23 puta (p<0,001), respektivno, u poređenju sa kontrolom.   

 

4.2.3.3. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za 

SOD1 i SOD2 u Rin-5F ćelijama  

 
Tretman akrilamidom u koncentraciji IC50 je kod Rin-5F ćelija izazvao promene u relativne 

ekspresije gena za enzime SOD1 i SOD2 (Sl. 47; Sl. 48). Tretman akrilamidom u trajanju od 12 

h i 24 h dovodi do skoka u transkripciji gena za SOD1 6,82 i 9,06 puta, respektivno, sa 

statističkom signifikantnošću u pređenju sa kontrolom (p<0,001) (Sl. 47). Porast u sintezi iRNK 

gena za SOD2 u poređenju sa kontrolnim vrednostima ima statističku značajnost i kod tretmana 

od 12 h kada je 3,83 puta intenzivnija u poređenju sa kontrolom (p<0,01) i kod tretmana od 24 h 

kada je 5,29 puta intenzivnija nego u kontrolnim ćelijama (p<0,001) (Sl. 48).  

 

 
Sl. 47. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za SOD1 (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za SOD1 analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za SOD1 standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. ***p<0,001. 
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Sl. 48. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za SOD2 (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za SOD2 analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za SOD2 standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. Srednje vrednosti dobijene za akrilamidom tretirane ćelije su bile statistički 

značajno različite **p<0,01, ***p<0,001. 

 

4.2.3.4. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za CAT 

u Rin-5F ćelijama  

 
Analiza relativne ekspresije gena za CAT je pokazala statistički značajan porast samo u tretmanu 

akrilamidom koji traje 3 h kada je sinteza iRNK za CAT 2,62 puta intenzivnija u poređenju sa 

sintezom u kontrolnim ćelijama (p<0,05) (Sl. 49).  

 

4.2.3.5. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za 

CYP2E1 u Rin-5F ćelijama  

 
Analiza relativne ekspresije gena za CYP2E1 u Rin-5F ćelijama tretiranim sa 10 mM akrilamida 

tokom različitih vremenskih perioda je pokazala statistički značajan porast sinteze iRNK nakon 

tretmana u trajanju od 0,5 i 1 h, 14,21 i 6,54 puta, u poređenju sa kontrolom (p<0,001), 

respektivno, dok je smanjenje transkripcije uočeno nakon tretmana od 12 h (2,85 puta) (p<0,05) i 

24 h (6,25 puta) (p<0,001) (Sl. 50).  
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Sl. 49. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za CAT (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za CAT analizirana je metodom PCR u realnom vremenu. 

Nivo ekspresije gena za CAT standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u istom uzorku 

i iskazan kao 2-dCt. *p<0,05. 

 

 
Sl. 50. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za CYP2E1 (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za CYP2E1 analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za CYP2E1 standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. *p<0,05, ***p<0,001. 

 

4.2.3.6. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu transkripciju gena za Bax i 

Bcl-2 u Rin-5F ćelijama  

 
Analiza relativne ekspresije gena za Bax u Rin-5F ćelijama tretiranim sa 10 mM akrilamida 

tokom različitih vremenskih perioda je pokazala statistički značajan porast sinteze iRNK gena za 
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Bax tokom svih tretmana (p<0,05) u poređenju sa kontrolnim ćelijama (Sl. 51). Tretmani tokom 

0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h su povećali relativnu transkripciju iRNK za Bax 3,13, 2,76, 2,8, 3,42, 3,98 i 

3,89 puta, respektivno. 

Relativna ekspresija gena za Bcl-2 u tretiranim Rin-5F ćelijama je takođe pokazala rast sa 

statističkom značajnošću samo tokom tretmana u trajanju od 0,5, 1 i 3 h, 2,75, 2,14 i 2,54 puta, 

respektivno, u poređenju sa kontrolnim ćelijama (Sl. 51). 

 

 
Sl. 51. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za Bax (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za Bax analizirana je metodom PCR u realnom vremenu. 

Nivo ekspresije gena za Bax standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u istom uzorku 

i iskazan kao 2-dCt. *p<0,05. 

 

 
Sl. 52. Uticaj tretmana akrilamidom na relativnu ekspresiju gena za Bcl-2 (srednja vrednost ± standardna greška 

rezultata dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta) nakon primene tretmana akrilamidom različite dužine (0,5, 1, 3, 6, 

12 i 24 h) na Rin-5F ćelije. Relativna količina iRNK gena za Bcl-2 analizirana je metodom PCR u realnom 

vremenu. Nivo ekspresije gena za Bcl-2 standardizovan je u odnosu na ekspresiju gena za β-aktin detektovanog u 

istom uzorku i iskazan kao 2-dCt. *p<0,05. 
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Sl. 53. Uticaj tretmana akrilamidom na Bax/Bcl-2 odnos u Rin-5F ćelijama (srednja vrednost ± standardna greška) 

tretiranim sa 10 mM akrilamida tokom rastućih vremenskih perioda. 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISKUSIJA 
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Akrilamid je toksična supstanca koja zbog svoje hemijske strukture i reaktivnosti ima primenu u 

mnogim industrijskim i tehnološkim procesima, zbog čega je gotovo nezaobilazan faktor spoljne 

sredine savremenom čoveku. Zbog dokazanog prisustva akrilamida u namirnicama koje su u 

svakodnevnoj upotrebi (Tareke i sar., 2002) i duvanskom dimu (Bergmark, 1997), kao i činjenici 

da je jedan deo ljudske populacije izložen akrilamidu na radnom mestu, Svetska zdravstvena 

organizacija je inicirala sprovođenje detaljnih istraživanja u cilju sagledavanja sveobuhvatnih 

zdravstvenih efekata akrilamida, kako na pojedinačne organe i organske sisteme tako i na 

celokupni metabolizam (FAO/WHO, 2002). 

Iz prethodnih studija koje su izučavale efekat akrilamida na žive sisteme je poznato da je 

akrilamid neurotoksikant kumulativnog karaktera (LoPachin i sar., 2002b; Friedman, 2003; 

Lehning i sar., 2003; LoPachin, 2004; Dybing i sar., 2005) i karcinogen (Friedman i sar., 1995) 

sa toksičnim efektom na reprodukciju i razvoj (Wise i sar., 1995; Wang i sar., 2010), dok je 

njegov efekat na pankreas, naročito na njegov endokrini deo, nedovoljno poznat.  

Akrilamid može da uđe u organizam preko kože kontaktnim putem, inhalacijom, kao i oralnim 

putem, što utiče na njegovu bioraspoloživost, a samim tim i na efekte koje će imati na organizam 

(Friedman, 2003). Akrilamid unet oralnim putem prenosi se do svih tkiva, a s obzirom na to da 

prolazi kroz placentalnu barijeru (Sörgel i sar., 2002, Schettgen i sar. 2004, von Stedingk i sar., 

2011) kao i da je detektovan u humanom mleku (Fohgelberg i sar., 2005), izloženost akrilamidu 

počinje još od intrauterinog razvoja i nastavlja se tokom neonatalnog i juvenilnog perioda.  

 

5.1.  Uticaj tretmana akrilamidom na Langerhansova ostrvca pankreasa 

juvenilnih mužjaka pacova soja Wistar  

 

Kvalitativna, histološka, analiza Langerhansovih ostrvaca u tezi, na presecima pankreasa 

juvenilnih mužjaka pacova soja Wistar, tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 

mg/kg tm, nije pokazala strukturne promene u arhitekturi Langerhansovih ostrvaca u poređenju 

sa kontrolnom grupom životinja. Tretman životinja sa obe doze akrilamida nije izazvao gotovo 

nikakvu promenu u broju Langerhansovih ostrvaca. Isto tako, tretman sa akrilamidom nije doveo 

do odstupanja u dijametru Langerhansovih ostrvaca kod tretiranih životinja u odnosu na 

kontrolne. 

Langerhansova ostrvca su mikro-organi kompleksne organizacije, ključni u održavanju 

optimalnog nivoa glukoze u krvi. Važno je istaći da Langerhansova ostrvca samo pri intaktnoj 

strukturi obavljajuju normalnu endokrinu funkciju (Morini i sar., 2006). Dok veličina samog 

pankreasa u velikoj meri zavisi od veličine organizma, kod sisara, bez obzira na vrstu, veličina 

Langerhansovih ostrvaca se kreće između 100 i 200 μm (Jo i sar., 2007). Činjenica da krupne 

životinjske vrste imaju sličnu veličinu Langerhansovih ostrvaca sa vrstama manjih dimenzija ide 

u prilog tvrdnji da postoji optimalna veličina ovog mikro-organa neophodna za njegovu 

normalnu funkciju (Kim i sar., 2009). 

 

5.2.  Uticaj tretmana akrilamidom na masu, funkciju i stereološke 

parametre α- i β-ćelija Langerhansovih ostrvaca 

 

Masa β-ćelija može da se modifikuje u skladu sa promenama u metaboličkim zahtevima 

organizma, kako u fiziološkim uslovima, tako i u situaciji negativnog spoljašnjeg uticaja, u cilju 
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održavanja normoglikemije. Masa β-ćelija zavisi od tri osnovna faktora: frekvencije nastanka 

novih β-ćelija (replikacija i diferencijacija), promene u volumenu pojedinačnih β-ćelija 

(hipertrofija, hipotrofija i atrofija), i frekvencije smrti β-ćelija (Montanya i sar., 2000). 

Ravnoteža između ova tri faktora određuje da li će se masa β-ćelija povećati, ostati na istom 

nivou, ili će se smanjiti. Montanya i sar. (2000) su u svojoj studiji pokazali da se replikacija β-

ćelija kod zdravih pacova održava tokom celog života, s tim da se stopa replikacije smanjuje 

kako organizam stari.  

Najčešće upotrebljavani agensi za izazivanje eksperimentalnog dijabetesa, aloksan i 

streptozotocin, svoje efekte ostvaruju smanjenjem mase β-ćelija (Lenzen, 2008). Naime, 

streptozotocin i aloksan dovode, pre svega, do signifikantnog pada u Nvβ (Szkudelski, 2001; 

Abunasef i sar., 2014, Chen i sar., 2015). Pored aloksana i streptozotocina, postoje indikacije da 

se i produkti Milardove reakcije u koje spada akrilamid, ubrajaju u supstance sa potencijalnim 

dijabetogenim efektom, zbog dokazanog negativnog efekta koji imaju na β-ćelije (Fabricio i sar., 

2016).  

Izostanak značajnijih promena u arhitekturi Langerhansovih ostrvaca kod juvenilnih mužjaka 

pacova subhronično tretiranih akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm 

najverovatnije ima nekoliko objašnjenja. Poznato je da su pacovi manje osetljivi na delovanje 

akrilamida od miševa, ali i od ljudi, što je verovatno u vezi sa toksikokinetikom akrilamida u 

organizmima različitih vrsta (Sumner i sar., 1992). Takođe, za endokrini pankreas je 

karakteristično da dobro kompenzuje funkcionalne nedostatke i da je u stanju da spreči promene 

u funkciji dok ne dođe do značajnog gubitka u mase β-ćelija (Butler i sar., 2003; Cnop i sar., 

2005; Prentki i Nolan, 2006). Butler i sar. (2003) su analizirali uzorke pankreasa dobijene nakon 

hirurškog uklanjanja ili nakon autopsije, kod osoba sa predijabetesom, osoba sa djabetesom tipa 

2, kao i ljudi sa zdravim pankreasom. Ova studija je pokazala gubitak u masi β-ćelija od 40% 

kod grupe sa predijabetesom, i smanjenje od 63% u grupi sa dijabetesom tipa 2, u odnosu na β-

ćelijsku masu kod zdravih pankreasa (Butler i sar., 2003). Prema Prentki i Nolan (2006), gubitak 

u β-ćelijskoj masi kod dijabetesa tipa 1 iznosi 70-80%. Rezultati teze su pokazali da tretman sa 

akrilamidom u dozi od 25 i 50 mg/kg tm, 5 puta nedeljno, tokom 3 nedelje, izaziva smanjenje u 

β-ćelijskoj masi koje je manje od 20%, o čemu će biti diskutovano kasnije u ovom poglavlju. 

Tretman koji je primenjen u ovom eksperimentu najverovatnije nije dovoljno dugo trajao da bi 

dovedeo do jasnih strukturnih promena na pankreasu, organu sa jednom od ključnih uloga u 

održavanju homeostaze organizma zbog koje ima izrazitu sposobnost kompenzacije negativnih 

uticaja.   

Daljom analizom Langerhansovih ostrvaca, primenom stereoloških metoda, stekli smo detaljniji 

uvid u diskretne, mikrostrukturne, promene na endokrinom pankreasu, na nivou samih β- i α-

ćelija o kijima će biti diskutovano kasnije.  

Kod zdravih pacova, β-ćelijska masa pokazuje vrlo jaku korelaciju sa telesnom masom i starošću 

životinje (Montanya i sar., 2000). U normalnim fiziološkim uslovima masa β-ćelija raste tokom 

života (McEvoy, 1981). Kod pacova je pokazano povećanje mase β-ćelija od gotovo 8 puta 

između 1. i 20. meseca života (McEvoy, 1981). Kod mladih pacova uvećanje mase β-ćelija se 

ogleda kroz povećanje kako numeričke tako i volumenske gustine, dok je kod pacova u adultnom 

periodu za povećanje mase β-ćelija gotovo isključivo zaslužan rast volumenske gustine 

(Montanya i sar., 2000). Svako smanjenje ili stagniranje u nastanku novih β-ćelija, naročito kod 

juvenilnih jedinki gde bi ekspanzija u broju β-ćelija trebala da bude najveća, ukazuje na moguć 

patološki proces. Redukcija volumenske, numeričke i površinske gustine β-ćelija kod juvenilnih 
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mužjaka pacova tretiranih sa akrilamidom u ovoj tezi je pokazala dozno-zavisni karakter i 

ukazuje na smanjenje mase β-ćelija.  

Iako smanjenje vrednosti Vvβ kod životinja tretiranih sa obe doze akrilamida u našem 

eksperimentu nije pokazalo statističku značajnost, uočen je dozno-zavisni obrazac umanjenja ove 

vrednosti. Sličan trend u redukciji stereoloških parametara β-ćelija je viđen u studijama koje su 

se bavile dijabetesom (Clark i sar., 1988; Sakuraba i sar., 2002; Cnop i sar., 2005; Pirmoradi i 

sar., 2016). Naime, Sakuraba i sar. (2002) su ukazali na redukciju u Vvβ u vrednosti od 22% kod 

pankreasa dijabetičara dobijenih procesom autopsije.  

 Kao što je već napomenuto, na β-ćelijsku masu pored promene u stopi ćelijske deobe i 

diferencijacije i promene u volumenu pojedinačnih β-ćelija, utiče i stopa ćelijske smrti 

(Montanya i sar., 2000). U tom smislu, oksidativni stres ima veoma važnu ulogu jer je poznato 

da oksidativni stres može da dovede do pojave ćelijske smrti, kako u vidu apoptoze (Grunnet i 

sar., 2009), tako i nekroze (Fehsel i sar., 2003; Collier i sar., 2006; Steer i sar., 2006;). U oba 

slučaja, kao rezultat se javlja znatan pad u broju ćelija. Rezultati teze su pokazali da je Nvβ 

veoma osetljiv parametar kod kojeg dolazi do dozno-zavisnog odgovora na tretman 

akrilamidom. Tretman sa obe doze akrilamida (25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm) je statistički 

značajno smanjio vrednost Nvβ u poređenju sa kontrolom. Sličan odgovor je pokazala i vrednost 

Svβ koja, takođe, opada u dozno-zavisnom maniru i sa statističkom značajnošću kod oba 

tretmana u poređenju sa kontrolom. Clark i sar. (1988) su uočili statistički značajan pad u Svβ, u 

vrednosti od 24%, u post-mortem uzorcima pankreasa pacijenata obolelih od dijabetesa tipa 2. 

Pad u vrednostima Nvβ i Svβ kao posledica tretmana akrilamidom, potencijalno dijabetogenom 

supstancom (Fabricio i sar., 2016) je u saglasnosti sa prethodnim studijama u kojima je pokazana 

citotoksičnost akrilamida za različite ćelije i tkiva (Yousef i El-Demerdash, 2006; Parzefal i sar., 

2008; Lebda i sar., 2014). 

Veliki broj studija koje su se bavile proučavanjem efekta akrilamida na biološke sisteme su 

pokazale da se u osnovi toksičnog dejstva akrilamida nalazi oksidativni stres (Yousef i El-

Demerdash, 2006; Teodor i sar., 2011; Zamani i sar., 2017). Nalazi niza istraživanja ukazuju na 

dinamičku i funkcionalnu veza oksidativnog stresa sa ćelijskim volumenom i radom katjonskih 

jonskih kanala koji doprinose brzoj promeni u volumenu ćelije kao odgovoru na promenjene 

fiziološke uslove (Saha i sar., 1993; Lang i sar., 1998; Schlenker i sar., 2000). Saha i sar. (1993), 

Koong i sar. (1993), Filipović i Reeves (1997) su pokazali da je jedan od prvih efekata 

oksidativnog stresa na ćeliju značajno smanjenje u ćelijskom volumenu. Saha i sar. (1993) su 

uočili pad u volumenu hepatocita kao odgovor na oksidativni stres, a sličan efekat je uočen i u 

A549 ćelijskoj liniji adenocarcinoma pluća (Koong i sar., 1993) i LLC-PK1 ćelijskoj liniji 

renalnog epitela (Filipović i Reeves, 1997). Sa druge strane, neke od studija su ukazale na porast 

u ćelijskom volumenu, koji je, najverovatnije, posledica adaptivnog odgovora ćelije na inicijalni 

gubitak u volumenu (Schlenker i sar., 2000; Barros i sar., 2001).  

Promena u volumenu ćelije ima za posledicu promenu u velikom broju ćelijskih funkcija 

(Schlenker i sar., 2000), a regulacija ćelijskog volumena je u najužoj vezi sa permebilnošću 

plazma membrane za jone. Pošto joni kroz membranu prolaze gotovo isključivo kroz jonske 

kanale, oksidativne promene na proteinima jonskih kanala se smatraju za najverovatniji 

mehanizam koji stoji u osnovi promene ćelijskog volumena prouzrokovanog oksidativnim 

stresom (Schlenker i sar., 2000). Rezultati disertacije ukazuju na značajno povišen nivo 

malondialdehida (MDA) nakon tretmana Rin-5F ćelijske linije β-ćelija pacova sa 10 mM 

akrilamidom tokom 1, 12 i 24 h, što, takođe, ide u prilog poremećenoj permeabilnosti plazma 
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membrane usled oksidativnog oštećenja njene strukture. Prethodne studije urađene na ćelijama 

jetre (Saha i sar., 1993), A549 ćelijskoj liniji adenocarcinoma pluća (Koong i sar., 1993) i LLC-

PK1 ćelijskoj liniji renalnog epitela (Filipovic i Reeves, 1997) su pokazale da je mehanizam 

kojim dolazi do smanjenja u ćelijskom volumenu u vezi sa brzim gubitkom K+ (Saha i sar., 

1993). U mehanizmu lučenja insulina koji se javlja kao odgovor β-ćelija na prisustvo glukoze, 

kanali za K+ imaju važnu ulogu (Prentki, 1996). Metabolizam glukoze preko piruvata i Acetil-

CoA i naknadne mitohondrijalne oksidacije dovodi do povećanja ATP/ADP odnosa. Povišen 

nivo ATP rezultira zatvaranjem ATP-zavisnih K+-kanala što depolarizuje plazma membranu. 

Odgovor ćelije na depolarizaciju membrane nastalu usled zatvaranja kanala za K+ je otvaranje 

Ca2+-kanala i ulazak u ćeliju jona Ca2+ koji ima stimulatorni efekat na egzocitozu insulinskih 

granula. Štetni efekti supstanci koji bi na bilo koji način omeli metabolizam glukoze, ili uticali 

na funkcionalnost kanala za K+ u β-ćelijama, automatski bi uticali na egzocitozu insulina u 

smislu njenog smanjenja ili povećanja (Caicedo 2013). Naši rezultati ukazuju na promenjen 

stepen egzocitoze insulina kod akrilamidom tretiranih juvenilnih mužjaka pacova. Pad u 

vrednosti parametara Vvcβ i ODβ čiji nivo stoji u direktnoj proporciji sa koncentracijom 

proteina (Owens i Poole, 1979; Ruifrok i Johnston, 2001; Varghese i sar., 2014), potencijalno 

ukazuje na pojačanu egzocitozu insulina kod pacova tretiranih sa akrilamidom. 

Uprkos signifikantnom gubitku β-ćelija u našem eksperimentu, nije došlo do promene u 

koncentraciji glukoze u serumu. Analiza glukoze u serumu kod pacova tretiranih sa akrilamidom 

u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm nije pokazala značajnu promenu u vrednosti u 

poređenju sa nivoom glukoze u serumu kod pacova iz kontrolne grupe. Dobijeni nalaz je u 

saglasnosti sa rezultatima dobijenim prilikom ispitivanja nivoa glukoze u serumu tokom 

patogeneze dijabetesa (Butler i sar., 2003; Prentki i Nolan, 2006). Pokazano je da se kod pacova 

(Prentki i Nolan, 2006) i čoveka (Butler i sar., 2003; Prentki i Nolan, 2006) normoglikemija 

održava tokom cele početne faze bolesti, a hiperglikemija se javlja kao simptom tek pošto je 

izgubljeno 70-80% β-ćelija kod dijabetesa tipa 1, i 41-63% β-ćelija kod dijabetesa tipa 2. Pored 

toga, hiperglikemija se javila tek prilikom parcijalne pankreatomije od 95% kod glodara 

(Bonner-Weir i sar., 1983), i redukcije u β-ćelijskoj masi od 50% u eksperimentalnom dijabetesu 

izazvanom tretmanom sa STZ kod babuna (McCulloch i sar., 1991). Procenat u redukciji 

numeričke gustine β-ćelija u našem eksperimentu je bio 18,71% kod životinja tretiranih sa 

akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm i 19,93% kod životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 

50 mg/kg tm. Dakle, preostalih 81,29% i 80,07% β-ćelija kod životinja tretiranih sa akrilamidom 

u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm je očigledno bilo dovoljno za očuvanje normoglikemije 

kod životinja obe eksperimentalne grupe. Pored toga, osobina β-ćelija da su veoma prilagodljive 

različitim metaboličkim zahtevima se ogleda i u njihovoj sposobnosti da spreče pojavu 

dijabetesa čak i u ekstremnim uslovima (Montanya, 2014). U osnovi mehanizma koji dovodi do 

kompenzatorne reakcije β-ćelija mogu da budu dva različita procesa: povećanje β-ćelijske mase 

(Steil i sar., 2001) i pojačana sekrecija β-ćelija (Khan i sar., 1993). Upravo je gubitak u broju β-

ćelija, koji se uočava i u rezultatima teze, jedan od najčešćih uzroka koji vodi ka ekstenzivnom 

kompenzatornom oslobađanju insulina iz preostalih β-ćelija, da bi se održala normoglikemija 

(Prentki i Nolan, 2006; Cerf i sar., 2013). To je u saglasnosti sa uočenim nepromenjenim nivoom 

glukoze u krvi pacova tretiranih sa obe doze akrilamida. Pored toga, pad u optičkoj gustini 

insulina u β-ćelijama pankreasa životinja koje su tretirane sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm 

i pad u optičkoj gustini insulina u β-ćelijama pankreasa životinja koje su tretirane sa 

akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm, sa statističkom signifikantnošću u poređenju sa ekspresijom 
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insulina u β-ćelijama kontrolnih životinja, ukazuje na potencijalnu povećanu egzocitozu insulina, 

budući da je optička gustina u direktnoj vezi sa količinom proteina u citoplazmi (Ruifrok i sar., 

2001; Vaghese i sar., 2014). Ovoj pretpostavci doprinosi i dozno-zavisni pad, kako u volumenu 

citoplazme, Vvcβ, tako i u ukupnom volumenu β-ćelija, Vvβ.  

Nukleo-citoplazmatski odnos β-ćelija u Langerhansovim ostrvcima pacova tretiranih sa 

akrilamidom u dozama od 25 i 50 mg/kg tm nije pokazao značajnu promenu u vrednosti u 

poređenju sa kontrolnim životinjama. Diskretan dozno-zavisni pad u vrednosti nukleo-

citoplazmatskog odnosa β-ćelija kod tretiranih životinja bi mogao da ukaže na blago smanjenje u 

nivou sintetičkih procesa u β-ćelijama, čime bi, delimično, mogao da se objasni pad u vrednosti 

ODβ. Ipak, kada se uzme u obzir visoka signifikantnost u padu vrednosti ODβ kod životinja 

tretiranih sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm (p<0,01) i 50 mg/kg tm (p<0,001) u 

poređenju sa kontrolom, proces koji je prvenstveno doprineo održanoj normoglikemiji je, 

najverovatnije, pojačana egzocitoza insulinskih granula.  

Alfa-ćelije su se pokazale kao rezistentnija populacija endokrinih ćelija pankreasa na toksični 

efekat akrilamida, u odnosu na β-ćelije. Poznato je da α-ćelije ostaju zaštićene od toksičnog 

efekta koji stvara metabolički stres, dok, pod istim uslovima, β-ćelije umiru procesom apoptoze 

(Wali i Thomas, 2015). Pored toga što ostaju zaštićene, kod dijabetesa tipa 1 (Li i sar., 2000; 

Guardado-Mendoza i sar., 2009; Takeda i sar., 2012) kao i kod dijabetesa tipa 2 (Clark i sar., 

1988; Sakuraba i sar., 2002; Yoon i sar., 2003; Iki i Pour, 2007) je zabeležena proliferacija i 

hipertrofija α-ćelija. To je značajan podatak budući da se i akrilamid smatra potencijalno 

dijabetogenom supstancom (Fabricio i sar., 2016). 

U rezultatima disertacije se uočava da je Vvα kod životinja tretiranih sa akrilamidom pokazala 

porast u odnosu na kontrolne vrednosti. Taj porast je kod životinja tretiranih sa nižom dozom 

akrilamida (25 mg/kg tm) iznosio 21,3 %. Kod životinja tretiranih sa višom dozom akrilamida 

(50 mg/kg tm), porast u vrednosti Vvα u odnosu na kontrolne životinje je iznosio 14,6%. 

Vrednosti Vvα za obe grupe tretiranih životinja nisu bile statistički značajna u poređenju sa 

kontrolom. Zabeleženi rast u nivou Vvα je u skladu sa rezultatom do kojeg su došli Sakuraba i 

sar. (2002), koji pokazuje porast u nivou Vvα za oko 20% u humanim pankreasima pacijenata 

obolelih od dijabetesa tipa 2. 

Promena Svα kod tretiranih životinja je pokazala sličan odgovor. Kod juvenilnih mužjaka 

pacova tretiranih sa nižom dozom akrilamida dolazi do nesignifikantnog porasta u vrednosti Svα 

u poređenju sa kontrolom, da bi prilikom tretmana sa jačom dozom došlo do blagog pada 

površinske gustine α-ćelija, koja i dalje ostaje viša od kontrolne vrednosti. Do sličnog rezultata 

su došli i Clark i sar. (1988), koji su uočili statistički značajan porast u Svα, od 58%, u post-

mortem uzorcima pankreasa pacijenata obolelih od dijabetesa tipa 2. U saglasnosti sa ovim je i 

nalaz Li i sar. (2000) koji su pokazali 2-3 puta veću vrednost Svα kod pacova tretiranih sa STZ, 

u poređenju sa kontrolnim.  

Uočeno povećanje volumena alfa ćelija nakon izlaganja akrilamidu može biti posledica 

oksidativnog stresa, pošto, kao što je već komentarisano ranije, pokazano je da se jedan od 

mehanizama citotoksičnosti akrilamida zasniva na izazivanju oksidativnog stresa u ćelijama na 

koje deluje (Yousef i El-Demerdash, 2006; Parzefal i sar., 2008). Schlenker i sar. (2000) su na 

HTC hepatoma ćelijskoj liniji pacova pokazali da nakon inicijalnog pada u volumenu ćelija usled 

indukovanog oksidativnog stresa, sledi porast u ćelijskom volumenu zbog promene u 

permeabilnosti membrane za katjone, koja postaje, gotovo, 100 puta propustljivija. Veoma je 

karakteristično da tokom oksidativnog stresa različiti tipovi ćelija imaju visok nivo 
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intracelularnog Ca+2 i nizak nivo ATP. Ovi metabolički uslovi pogoduju aktivaciji i otvaranju 

neselektivnih kanala za katjone što je adaptivni odgovor ćelije na smanjeni volumen. Zbog 

visokog koncentracijskog gradijenta, joni Na+ ulaze u ćeliju, zajedno sa molekulima vode što 

ima za posledicu povećanje ćelijskog volumena (Schlenker i sar., 2000; Barros i sar., 2001; 

Simon i sar., 2002). Membrana životinjskih ćelija je veoma propustljiva za vodu i svaki 

disbalans u intracelularnoj i ekstracelularnoj osmolarnosti se kompenzuje prolaskom vode kroz 

membranu što ima za rezultat promenu u ćelijskom volumenu (Lang i sar., 1998).  

Rezultati teze pokazuju značajno povećanje u vrednosti Nvα kod životinja koje su dobijale 

akrilamidni tretman u nižoj dozi. U skladu sa tim je i blago povišena vrednost Vvnα kod 

životinja tretiranih sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm, koja bi mogla da ukaže na 

potencijalnu proliferativnu aktivnost α-ćelija s obzirom na to da je veličina nukleusa u direktnoj 

proporciji sa proliferativnom aktivnošću ćelije (Smolle i sar., 1989). Proliferacija α-ćelija u 

uslovima kada je evidentan gubitak u broju β-ćelija može da se objasni činjenicom da α-ćelije 

mogu procesom transdiferencijacije da pređu u β-ćelije (Chung i Levine, 2010; Thorel i sar., 

2010). Rezultati ove studije pokazuju signifikantan porast u Nvα kod životinja koje su primale 

akrilamid u dozi od 25 mg/kg tm, ali redukciju u broju α-ćelija kod životinja tretiranih sa 

akrilamidom u dozi od 50 mg/kg tm, koja, uprkos tome, ostaje viša od kontrolne vrednosti. 

Sličan odnos brojnosti α- i β-ćelija, kao u ovom eksperimentu, je uočen u studiji gde je dijabetes 

kod pacova izazvan višestrukim tretmanima sa niskim dozama STZ (Li i sar., 2000). Naime, 

STZ je uticao na postepeno smanjenje u brojnosti β-ćelija, dok su α-ćelije imale različit odgovor 

u zavisnosti od dužine trajanja STZ tretmana. Kraći tretman (14-21 dan) je doveo do 

signifikantnog porasta u broju α-ćelija, dok je nastavak tretmana (28 dana) doveo do redukcije u 

njihovom broju, gotovo do kontrolnih vrednosti (Li i sar., 2000). Povišena optička gustina ćelija 

imunopozitivnih na glukagon, ODα, konstatovana u disertaciji, takođe može da sugeriše porast u 

broju α-ćelija Langerhansovih ostrvca. Ipak, postoje studije koje pokazuju da je za konverziju α-

ćelija u β-ćelije potreban gotovo potpuni gubitak populacije β-ćelija (Nir i sar., 2007; Chung i 

sar., 2010; Thorel i sar., 2010). Iako je redukcija Nvβ i Svβ bila statistički značajna, gubitak β-

ćelija u eksperimentu ove disertacije nije bio izražen u meri u kojoj je taj gubitak bio u 

pomenutim studijama u kojima je uočen fenomenom konverzije α- u β-ćelije. Stepen gubitka β-

ćelija koji je neophodan da bi se aktivirao proces konverzije α- u β-ćelije, kao i konkretan signal 

koji pokreće proces transdiferencijacije tek treba da bude utvrđen. Postoje indikacije da su upalni 

procesi važan faktor koji izaziva konverziju α- u β-ćelije (Wang i sar., 2007; Chung i Levine, 

2010; Zaret i White, 2010). Ovo ukazuje na činjenicu da postoji više od jednog mogućeg signala 

koji dovode do inicijacije procesa transdiferencijacije α–ćelija u β-ćelije, a ne samo ablacija β-

ćelija. 

Povišena vrednost ODα uočena u rezultatima disertacije može da ukaže na potencijalno 

nakupljanje glukagona u α-ćelijama. Kvantifikacija ODα je pokazala dozno-zavisni porast kod 

pacova tretiranih akrilamidom, s time da je samo porast u grupi koja je tretirana višom dozom 

statistički značajan u poređenju sa kontrolom. Ova tvrdnja je u saglasnosti sa pretpostavkom da 

se insulin intenzivno sekretuje iz β-ćelija, i nepromenjenim nivoom glukoze u serumu od oko 7 

mmol/l kako u kontrolnoj tako i u obe eksperimentalne grupe.  

Postoji više mehanizama koji regulišu sekreciju glukagona. Poznato je  da veliki broj produkata 

sekrecije susednih endokrinih ćelija Langerhansovih ostrvaca, u koje spadaju insulin 

(Greenbaum i sar., 1991), Zn2+ (Ishihara i sar., 2003), somatostatin (Cejvan i sar., 2003) i γ-

aminobuterna kiselina (GABA) (Wendt i sar., 2004), kao parakrini faktori imaju sposobnost da 
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inhibiraju lučenje glukagona (Briant i sar., 2016). Ipak, najznačajniji parakrini inhibitorni efekat 

među njima ima insulin (Jain i Lammert, 2009). Studije mikrovaskularizacije Langerhansovih 

ostrvaca su pokazale da se α–ćelije nalaze “nizvodno” od β-ćelija pa su izložene sekretovanom 

insulinu (Samols i sar., 1988). Pored insulina, glukoza je veoma efikasan inhibitor glukagonske 

sekrecije (Takahashi i sar., 2006). Glukoza najefikasnije inhibira sekreciju glukagona pri 

koncentracji glukoze od 7 mmol/l (Vieira i sar., 2007), što je u rezultatima teze vrednost 

koncentracije glukoze u serumu kako kontrolnih, tako tretiranih životinja. Blago dozno-zavisno 

povećanje u vrednosti Vvcα je u skladu sa rezultatom da u tretmanu akrilamidom  dolazi do 

akumulacije glukagonskih sekretornih granula u citoplazmi. 

Metabolizam glukoze u α-ćelijama generiše signale koji inhibišu sekreciju glukagona, dok isti ti 

signali, kao što je već diskutovano, u β-ćelijama pojačavaju sekreciju insulina (Takahashi i sar., 

2006). Pri povišenoj ekstracelularnoj koncentraciji glukoze, visok intracelularni ATP/ADP odnos 

rezultuje zatvaranjem ATP-zavisnih K+ kanala, kao i kod β-ćelija. Međutim, blokada ATP-

zavisnih K+ kanala kod α–ćelija dovodi do kaskade događaja koji sprečavaju ulazak Ca2+ u 

ćeliju, a samim tim i sekreciju glukagona (Quesada i sar., 2008). Pored toga, postoje indicije da 

glukoza može da suprimira sekreciju glukagona i preko inhibicije struje Ca2+ jona koja je 

nezavisna od mehanizma koji uključuje ATP-zavisne kanale za K+ (Vieira i sar., 2007).  

 

5.3.  Efekat tretmana akrilamidom na pojavu oksidativnog i nitrozativnog 

stresa u ćeljama endokrinog pankreasa i Rin-5F ćelijskoj liniji 

 

Kao što je detaljno opisano u poglavlju 1.3. Uvoda disertacije, reaktivne molekulske vrste mogu 

da postoje u vidu slobodnih radikala, ali i neradikalskih molekula koji su jaka oksidaciona 

sredstva ili lako prelaze u radikalski oblik (Valko i sar., 2007; Halliwell i Gutteridge, 2015). 

Kada nastanak ROS i RNS prevaziđe kapacitet intracelularne enzimske i neenzimske 

antioksidativne zaštite, dolazi do različitog stepena oštećenja ili do destrukcije ćelija usled 

toksičnog dejstva reaktivnih radikalskih i neradikalskih molekula na ćelijske strukture kao što su 

DNK, lipidi ćelijske membrane i proteini. Nitrozativni stres nastaje kao posledica prekomerne 

produkcije RNS, prvenstveno azot monoksida (NO˙), dok je za pojavu oksidativnog stresa 

odgovorno remećenje ravnoteže između stope formiranja i uklanjanja ROS. Interakcija ROS i 

RNS sa ćelijskim biomolekulima rezultuje poremećajem ćelijskog metabolizma, što može da 

vodi u ćelijsku smrt procesom nekroze ili apoptoze (Halliwell i Gutteridge, 2015). Sve je više 

literaturnih podataka koji ukazuju na to da su oksidativni i nitrozativni stres direktno, ili 

indirektno, odgovorni za niz akutnih i hroničnih oboljenja (Halliwell, 2001; Dalle-Donne i sar., 

2003; Stocker i Keaney, 2004; Klaunig i Kamendulis, 2004; Dalle-Donne i sar., 2005).  

Uvid u potencijalni efekat oksidativnog i nitrozativnog stresa na ćeliju možemo da dobijemo iz 

analize biomarkera izolovanih iz različitih tkiva. Biomarkeri su ćelijski indikatori fiziološkog 

stanja ćelije i promena koje nastaju usled patoloških procesa (Dalle-Donne i sar., 2006). Produkti 

oksidacije koji se koriste kao najčešći biomarkeri povišenog prisustva i aktivnosti ROS su 

produkti lipidne peroksidacije, prisustvo redukovanog GSH, kao i prisustvo slobodnih –SH 

grupa (Griffiths i sar., 2002; Halliwell i Whiteman, 2004; Davies i sar., 2005; Dalle-Donne i sar., 

2005). Iako se nitrozatvni stres dovodi u vezu sa delovanjem RNS, a oksidativni stres sa 

prvenstvenim delovanjem ROS, veoma je teško odvojiti ova dva ćelijska stanja jer se sinteza i 

delovanje RNS i ROS u velikoj meri podudaraju i međusobno uslovljavaju.  
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Za β-ćelije je karakteristična relativno niska ekspresija antioksidativnih enzima, kada se uporede 

sa ćelijama ostalih tkiva (Grankvist i sar., 1981). Zbog toga su β-ćelije posebno osetljive na 

dejstvo ROS i RNS (Tiedge i sar., 1997; Kajimoto i Kaneto, 2004). Lenzen i sar. (1996) su 

pokazali da je ekspresija antioksidativnih enzima u jetri, mozgu, bubrezima, plućima, skeletnim 

mišićima, srčanom mišiću, nadbubrežnoj žlezdi i hipofizi viša nego u ćelijama Langerhansovih 

ostrvaca. Takođe, ćelije Langerhansovih ostrvaca imaju i nizak potencijal reparacije oksidativnih 

oštećenja na DNK, u poređenju sa ćelijama jetre (Modak i sar., 2009). Iz literature je poznato da 

oksidativni stres može da dovede do insulinske rezistencije (Memisogullari i sar., 2003), dok i 

oksidativni i nitrozativni stres mogu da dovedu do pojave dijabetesa (Maritim i sar., 2002). U 

tom smislu, jedan od ciljeva ove disertacije je bio da se utvrdi da li tretman sa akrilamidom 

izaziva pojavu oksidativnog i nitrozativnog stresa u endokrinom pankreasu, pre svega u β-

ćelijama, pogotovo kada se uzme u obzir činjenica da su β-ćelije osetljive na delovanje 

produkata Milardove reakcije, među kojima akrilamid zauzima važno mesto (Elmhiri i sar., 

2014; Fabricio i sar., 2016). 

U ovoj tezi analiziran je uticaj akrilamida na ekspresiju antioksidativnih enzima SOD1, SOD2, i 

CAT, kao i enzima iNOS i CYP2E1 u ćelijama Langerhansovih ostrvaca nakon tretmana 

juvenilnih mužjaka pacova soja Wistar sa akrilamidom u dozi od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm. 

Pošto β-ćelije predstavljaju najbrojniji ćelijski tip u endokrinom pankreasu (>80%) (Liu i 

Habener, 2009), korišćena je Rin-5F ćelijska linija insulinoma beta-ćelija pankreasa za 

proučavanje potencijalnog citotoksičnog efekta akrilamida i njegovog efekta na parametre 

oksidativnog stresa. Analizirana je aktivnost ukupne SOD i CAT, prisustvo odabranih 

biomarkera oksidativnog stresa (nivo redukovanog GSH, nivo MDA, nivo slobodnih –SH grupa 

u proteinima i prisustvo nitrata) i transkripcija gena za SOD1, SOD2, CAT, CYP2E1, Bax, Bcl-

2, iNOS u Rin-5F ćelijama nakon izlaganja ovih ćelija 10 mM akrilamidu (IC50) tokom različitih 

vremenskih intervala.  

 

5.3.1. Efekat tretmana akrilamidom na nivo NO2
− i ekspresiju iNOS 

 

Uticaj tretmana akrilamidom na prisustvo enzima iNOS u ćelijama endokrinog pankreasa je u 

ovoj tezi određivano kvantifikacijom optičke gustine ćelija imunopozitivnih na iNOS (ODiNOS), 

kao i analizom transkripcije gena za iNOS u insulin-produkujućim Rin-5F ćelijama. Takođe, 

ispitan je uticaj tretmana akrilamidom na prisustvo nitrita (NO2
−) u Rin-5F ćelijama.  Količina 

prisutnog nitrita (NO2
−), govori o prisutnom NO˙, a time jasno ukazuje na aktivnost enzima 

iNOS koji ga sintetiše. Nitriti nastaju oksidacijom endogeno stvorenog NO˙, tako da se 

koncentracija NO2
− uzima kao pouzdan indikator stvaranja NO˙. Istovremeno, NO2

− joni mogu 

da ponovo pređu u NO˙, zbog čega služe kao rezervoar NO˙ radikala u ćeliji (Giustarini i sar., 

2004). 

Prisustvo iNOS je karakteristično za gotovo sve tipove ćelija (Šoškić i sar., 2011), ali do 

ekspresije ovog proteina ne dolazi u fiziološkim uslovima već je najčešće u vezi sa različitim 

patološkim procesima (Morris i Billiar, 1994). I rezultati u ovoj tezi pokazuju da je nivo 

ekspresije gena za iNOS u kontrolnim Rin-5F ćelijama, kao i optička gustina ovog enzima u 

Langerhansovim ostrvcima kontrolnih životinja na niskom nivou. Kao posledica toga, i nivo 

prisutnog NO2
− kod netretiranih Rin-5F ćelija je zanemarljiv što ukazuje na veoma nisku 

aktivnost iNOS.  
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Veoma čest signal za sintezu iNOS su citokini (Aktan, 2004). Proinflamatorni citokini kao što su 

interleukin-1β (IL-1β), faktor nekroze tumora-α (TNF-α) i interferon-γ (IFN-γ) imaju 

citotoksični efekat na β-ćelije pankreasa (Cerf, 2013). Hronična izloženost pankreasnih β-ćelija 

interleukinu IL-1β dovodi do pojačane ekspresije iNOS, što ima za rezultat visoku produkciju 

NO˙ koji ometa intracelularni transfer elektrona i inhibira sintezu ATP-a u mitohondrijama. Pad 

nivoa ATP-a u ćeliji uzrokuje disfunkciju β-ćelija pankreasa i inhibiciju sekrecije insulina 

(Corbett i sar., 1992; Takamura i sar., 1998; Darvile i Eizirik, 1998; Tomas i sar., 2002; Arafat i 

sar., 2007; Yang i sar., 2010; Keklikoglu i Akinci, 2013). S obzirom na činjenicu da akrilamid 

inicira porast nivoa TNF-α, IL-1β, IL-6 i IL-10 u plazmi tretiranih pacova (Alturfan i sar., 2012), 

analiza ekspresije i aktivnosti iNOS u β-ćelijama pacova nosi bitnu informaciju o efektu 

akrilamida na funkciju β-ćelija. Pored citokina, na povišenu sintezu iNOS pozitivno utiče i 

oksidativni stres (Šoškić i sar., 2011).  

Azot oksid (NO˙) je ćelijski signalni molekul prisutan kod svih kičmenjaka. Neophodan je za 

odvijanje normalnih fizioloških procesa u različitim tkivima, pa tako i u pankreasu. Uprkos 

tome, nivo NO˙ koji je viši od fiziološkog predstavlja ozbiljan problem jer su β-ćelije pojačano 

osetljive na dejstvo NO˙ zbog slabe antioksidativne zaštite (Spinas, 1999). Iako se NO˙ često 

opisuje kao visoko toksični molekul, postoje indicije da je najveći broj citotoksičnih efekata koji 

se pripisuju NO˙ posledica delovanja peroksinitrita (ONOO⁻) koji nastaje u reakciji između NO˙ 

i O2˙⁻ (Pacher i sar., 2007).  

Reakcija nastanka ONOO− ne zahteva prisustvo enzima, i odvija se brzinom od 16 – 20 x 109 M-

1 · s-1 (Nauser i Koppenol, 2002). Brzina reakcije kojom SOD uklanja O2˙− je oko 2 x 109 M-1 · s-

1 (Pacher i sar., 2007). To znači da će, ako su mitohondrije izložene relativno visokom nivou 

NO˙, doći do nastanka visoke koncentracije ONOO− i pored delovanja SOD enzima, jer je 

reakcije nastanka ONOO− daleko efikasnija od dismutacije O2˙− od strane SOD.  

Veoma važan aspekt citotoksičnosti ONOO− je njegova sposobnost da dovede do lipidne 

peroksidacije ćelijske membrane, lipozoma i lipoproteina, uklanjanjem atoma vodonika iz 

polinezasićenih masnih kiselina (Pacher i sar., 2007). U produkte lipidne peroksidacije spadaju 

lipidni hidroperoksi-radikali, konjugovani dieni i aldehidi, među kojima je veoma značajan 

malon-dialdehid (MDA) (Denicola i Radi, 2005). U prilog pretpostavci da u našem eksperimentu 

dolazi do nastanka ONOO− ide i nalaz da se u Rin-5F ćelijama, tretiranim sa 10 mM 

akrilamidom tokom 1, 12 i 24 h, uočava porast u nivou MDA.  

Kako se iNOS aktivira najčešće tokom patoloških procesa (Morris i Billiar, 1994), tako i NO˙ 

nastao dejstvom iNOS može da bude uključen u patološka stanja u koja spada i dijabetes, i da 

vodi ka uništenju ćelije u kojoj je sintetisan, što je jedan od osnovnih razloga pojave sekundarnih 

komplikacija kod dijabetičara (Kröncke i sar., 1998). Nakon kratkih i dugih tretmana Rin-5F 

ćelija sa 10 mM akrilamidom, ekspresija gena za iNOS u našem eksperimentu je veoma značajno 

porasla u odnosu na ekspresiju u kontrolnim ćelijama. Rezultati ove teze, takođe, pokazuju da 

tretman juvenilnih mužjaka pacova soja Wistar sa akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 

mg/kg tm izaziva dozno-zavisni porast u imunoreaktivnosti endokrinih ćelija Langerhansovih 

ostrvaca na iNOS. Statistička značajnost u porastu ODiNOS je uočena u oba tretmana u poređenju 

sa kontrolnim životinjama. Ovaj nalaz je u skladu sa nalazom na moždanom tkivu gde je, takođe, 

pokazano da subhronični tretman akrilamidom ima pozitivan efekat na sintezu iNOS (Kim, 

2005).  

Kao merilo aktivnosti iNOS u Rin-5F ćelijama u ovom istraživanju je analizirano prisustvo 

stvorenog NO˙, merenjem koncentracije NO2
− u uzorku. Kontrolne Rin-5F ćelije su sadržale 
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neznatan nivo NO2
−, što ukazuje na nizak nivo NO˙, a time i na slabu aktivnost iNOS. To je 

saglasno sa literaturnim podacima koji pokazuju da su fiziološke doze NO˙ niske i da nastaju 

dejstvom konstitutivnih NOS (eNOS i nNOS) koje su konstantno prisutne u zdravim ćelijama 

(Alderton i sar., 2001; Aktan, 2004). Tretman sa 10 mM akrilamidom je doveo do veoma 

značajnog skoka u aktivnosti iNOS u Rin-5F ćelijama tokom kratkotrajnih tretmana, što se 

ogledalo kroz nagli skok koncentracije NO2
− koja je imala svoj pik tokom tretmana od 1 h, ali se 

visok nivo NO2
− zadržao tokom svih vremenskih intervala tretmana i imao je visoku statstičku 

značajnost u poređenju sa kontrolom. Taj nalaz je u saglasnosti sa analizom ekspresije gena za 

iNOS koja je pokazala da kratkotrajni, kao i dugotrajni tretmani Rin-5F ćelija sa 10 mM 

akrilamidom dovode do signifikantnog porasta nivoa iRNK za iNOS, pri čemu se pikovi 

ekspresije dešavaju posle 1 h i 24 h.  

Pokazano je da pojačana ekspresija iNOS u endokrinim ćelijama pankreasa zbog povećane 

sinteze NO˙ dovodi do disfunkcije α- i β-ćelija i pada u sekreciji insulina (Corbett i sar., 1993; 

Rabinovitch i sar., 1996; Alderton i sar., 2001; Bedoya i sar., 2012; Muhammed i sar., 2012; 

Eckersten i sar., 2012), pri čemu samo NO˙ poreklom od iNOS ima negativni efekat na β-ćelije 

(Eckersten i Henningsson, 2012; Keklikoglu i Akinci, 2013). Rezultati ove teze pokazuju 

smanjenu ODβ insulina u β-ćelijama. Smanjena ODβ može da bude posledica smanjene sinteze, 

ali i pojačane egzocitoze insulina. Normoglikemija uočena kod životinja tretiranih sa obe doze 

akrilamida ukazuje da je pojačana egzocitoza insulina najverovatniji razlog dozno-zavisnog pada 

ODβ. Rezultati ove teze po prvi put pokazuju da akrilamid može da indukuje ekspresiju gena za 

iNOS, i da je to povećanje praćeno povećanjem aktivnosti datog enzima u β-ćelijama pankreasa 

što može da bude u vezi sa daljim dijabetogenm efektom. Iz literature je poznato da postoji 

species-specifična razlika u stepenu osetljivosti β-ćelija prema NO˙-indukovanoj toksičnosti. 

Humane β-ćelije su relativno otporne na delovanje NO˙, dok su β-ćelije pacova veoma osetljive 

na efekat NO˙ (Eizirik i sar., 1994). 

Pokazano je da glukagon ima inhibitorni efekat na ekspresiju iNOS u β-ćelijama (Belin i sar., 

1999). Naši rezulati ukazuju na retenciju glukagona u α-ćelijama pod dejstvom akrilamida čime 

je, najverovatnije, sprečeno moguće inhibitorno dejstvo glukagona na sintezu iNOS. To je jedan 

od potencijalnih razloga intenzivnog skoka u ekspresiji iNOS u tretmanu pacova dozom 

akrilamida od 50 mg/kg tm prilikom kojeg je i retencija glukagona uočljivija. Proinflamatorni 

citokin IL-1β može da izazove sintezu velike količine NO˙ u β-ćelijama glodara, kao i ćelijskim 

kulturama β-ćelija (Corbett i sar., 1992) što je značajno u tretmanu akrilamidom zbog činjenice 

da ova toksična supstanca izaziva porast u nivou intracelularnog IL-1β (Alturfan i sar., 2012).  

Langerhansova ostrvca su veoma bogato vaskularizovana gustom kapilarnom mrežom čiji glavni 

zadatak je da obezbedi efikasnu sekreciju hormona koji se sintetišu u ćelijama endokrinog 

pankreasa u krvotok (Eberhard i Lammert, 2009). Azot-oksid je ključni regulator vaskularne 

homeostaze u organizmu (Gladwin i sar., 2004). Pored NO˙, i NO2
− ima ulogu vazodilatatora pri 

visokim fiziološkim koncentracijama (Giustarini i sar., 2004). U našem eksperimentu se uočava 

dozno-zavisni porast u dilataciji kapilara Langerhansovih ostrvaca kod pacova tretiranih sa 

akrilamidom. Vazodilatatorna uloga NO2
− pri višim fiziološkim koncentracijama može da bude 

direktna, ali i da se manifestuje kroz prelazak NO2
− u NO˙ u in vivo uslovima (Giustarini i sar., 

2004).  
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5.3.2. Efekat tretmana akrilamidom na antioksidativne enzime 

 

Smanjena aktivnosti sistema antioksidativne ćelijske zaštite je jedan od glavnih uzroka nastanka 

oksidativnog stresa. Zato je jedan od ciljeva ove teze bio da se odredi da li tretman akrilamidom 

menja aktivnost i ekspresiju antioksidativnih enzima SOD i CAT u endokrinim ćelijama 

pankreasa. Mnoge dosadašnje studije su pokazale da u osnovi citotoksičnosti akrilamida stoji 

oksidativni stres (Yousef i El-Demerdash, 2006; Parzefal i sar., 2008; Lebda i sar., 2014). 

Tretman akrilamidom je izazvao signifikantan pad u aktivnosti antioksidativnih enzima u mozgu 

i jetri embriona pileta (Venkataswamy i sar., 2013), i testisima pacova (Elghaffar, 2015). Zbog 

toga je u ovoj tezi merena aktivnost ukupne SOD, kao i aktivnost CAT u kontrolnim Rin-5F 

ćelijama i Rin-5F ćelijama tretiranim sa akrilamidom u dozi od 10 mM tokom različitih 

vremenskih intervala. 

Supeoksid dismutaza i CAT imaju centralnu ulogu u enzimatskoj odbrani ćelije od kisoničnih 

radikala, što potvrđuje i njihovo ubikvitarno prisustvo u aerobnim organizmima (García 

Martínez i sar., 1995; Peskin, 1997). Beta-ćelije i insulin-produkujuće ćelijske linije imaju 

adekvatnu ekspresiju SOD enzima, međutim, nivo fiziološke ekspresije CAT je na značajno 

nižem nivou u odnosu na ćelije drugih tkiva (Mehmeti i sar., 2011). Zbog toga je za β-ćelije 

karakteristično da akumuliraju H2O2 na koji su visoko osetljive (Lenzen, 2008). 

Regulacija ekspresije antioksidativnih enzima u uslovima oksidativnog stresa nije predvidiva i 

može da varira u zavisnosti od toga koji slobodni radikal preovlađuje u datom momentu. 

Pokazano je da aktivnost i ekspresija CAT na nivou proteina i iRNK, mogu da budu sniženi 

(Cvetkovic i sar., 1998), povišeni (Yoshioka i sar., 1990) i nepromenjeni (Nath i sar., 1996) 

tokom oksidativnog stresa. Aktivnost SOD tokom oksidativnog stresa takođe može da varira. U 

slučaju kada je oksidativni stres izazvan povišenim nivoom O2˙−, aktivnost SOD je povišena 

(Hazneci i sar., 2005), ali je aktivnost CAT tada smanjena (Halliwell i Gutteridge, 2015). To je u 

skladu sa rezultatima Kono i Fridovich (1982), koji su ukazali na inhibitorno delovanje O2˙− 

anjona na aktivnost CAT. Važi i obrnuto, kada je nivo H2O2 visok, aktivnost CAT je na visokom 

nivou, dok aktivnost SOD pada zbog supresivnog efekta koji H2O2 ima na aktivnost izoforme 

Cu,Zn-SOD, SOD1 (Sampson i Beckman, 2001). 

U ovoj tezi, subhronični tretman juvenilnih mužjaka pacova soja Wistar sa akrilamidom u 

dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm nije doveo do signifikantne promene u imunoreaktivnosti 

ćelija Langerhansovih ostrvaca na SOD1, SOD2 i CAT.  

Tretman Rin-5F ćelija sa 10 mM akrilamidom doveo je do signifikantog porasta u katalaznoj 

aktivnosti nakon tretmana u trajanju od od 1 h, dok je 12 h nakon tretmana aktivnost katalaze 

značajno opala. Zbog niskog afiniteta prema peroksidima, CAT je najefikasnija prilikom visokih 

koncentracija H2O2 (Pamplona i Costantini, 2011). Zbog toga, skok u enzimskoj aktivnosti CAT 

tokom tretmana od 1 h može da ukazuje na nagli porast koncentracije H2O2. To je u saglasnosti 

sa našim rezultatom za aktivnost ukupne SOD kod koje nakon 1 h tretmana sa 10 mM 

akrilamidom dolazi do statistički značajnog pada u aktivnosti (Sampson i Beckman, 2001). Pad u 

aktivnosti SOD u našem eksperimentu je uočen i nakon tretmana od 12 i 24 h, što je u 

saglasnosti sa Zhu i sar. (2008) koji su pokazali da akrilamid smanjuje aktivnost SOD u nervnom 

sistemu tretiranih pacova.  

Pokazano je da inhibicija aktivnosti SOD do koje dolazi kod pacova tretiranih sa akrilamidom 

može, takođe, da se dovode u vezu i sa nivoom GSH (Pigeolet i sar., 1990). Naime, nizak nivo 

GSH, koji je uočen i u našem eksperimentu, nema dovoljan kapacitet da konjugacijom neutrališe 
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H2O2, zbog čega nivo H2O2 raste i deluje na SOD negativnom povratnom spregom. Istovremeno, 

pored dismutacije superoksida, SOD1 ima i peroksidaznu aktivnost za koju su Hodgson i 

Fridovich (1975) pokazali da inhibira dismutaznu i peroksidaznu aktivnost ovog enzima. 

Vodonik peroksid direktno inhibira aktivnost enzima SOD1 (Uchida i Kawakishi, 1994).  

 

5.3.3. Efekat tretmana akrilamidom na transkripciju gena za antioksidativne 

enzime 

 

Ekspresija gena za CAT u Rin-5F ćelijama tretiranim 10 mM akrilamidom nije pokazala 

značajnu razliku u odnosu na kontrolnu vrednost, sa izuzetkom tretmana od 3 h kada je došlo do 

značajnog porasta u transkripciji iRNK. Iako je regulacija ekspresije gena za CAT kompleksna, 

porast u transkripciji gena za CAT u našem eksperimentu može da se dovede u vezu sa 

povišenom vrednosti H2O2 i veoma intenzivnom katalaznom aktivnosti tokom tretmana od 1 h 

posle kojeg se pojavila potreba za pojačanom transkripcijom iRNK za ovaj enzim.  

Tretman Rin-5F ćelija sa 10 mM akrilamidom u našem eksperimentu nije pokazao značajni 

porast u ekspresiji gena za SOD1 i SOD2, tokom kratkotrajnih tretmana. Međutim, tretmani od 

12 i 24 h su doveli do signifikantnog skoka u transkripciji ovih gena. Transkripcija gena za 

SOD1 i SOD2 je strogo regulisana kao odgovor na različite intracelularne i ekstracelularne 

stimuluse (Zelko i sar., 2002). Pokazano je da na nivo iRNK za SOD1 pozitivno utiču H2O2 

(Yoo i sar., 1999) i NO˙ (Frank i sar., 2000), a citokini su se pokazali kao veoma dobri aktivatori 

transkripcije gena za SOD2 (Zelko i sar., 2002). U transkripciji oba gena, važanu ulogu ima 

regulacija pomoću transkripcionog faktora NF-κB (Zelko i sar., 2002; Grdović i sar., 2012). S 

obzirom na činjenicu da je NF-κB aktivator transkripcije gena za SOD1 (Rojo i sar., 2004) i 

SOD2 (Zelko i sar., 2002), a sam  NF-κB se aktivira u prisustvu akrilamida (Liu i sar., 2015), 

može se pretpostaviti da NF-κB indukuje ekspresiju gena za SOD1 i SOD2 u β-ćelijama nakon 

dugotrajnog izlaganja akrilamidu.  

 

5.3.4. Efekat tretmana akrilamidom na slobodne –SH grupe i redukovani 

GSH 

 

Visok intracelularni sadržaj čini proteine veoma dostupnim za interakciju sa prisutnim 

ROS/RNS. Proteini reaguju sa 50-75% nastalih reaktivnih molekulskih vrsta (Davies i sar., 

2005). Oksidativno oštećenje proteina ima vrlo značajne posledice in vivo kako samo po sebi, 

zbog remećenja funkcije receptora, enzima i transportnih proteina, tako i zbog mogućnosti da 

doprinese sekundarnom oštećenju drugih biomolekula. Inaktivacija enzima za reparaciju 

oštećenja na DNK ima važan efekat na dalju ćelijsku vijabilnost (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

Sve amino kiseline reaguju sa ROS i RNS, ali je cistein najpodložniji ovoj reakciji (Stadtman i 

Berlett, 1997; Davies, 2005). Cistein poseduje tiolnu (-SH) funkcionalnu grupu, i zbog toga ima 

izuzetno važnu ulogu u unutarćelijskim oksido-redukcionim procesima. 

Zbog visoke intracelularne koncentracije u fiziološkim uslovima, GSH lako stupa u reakciju sa 

H2O2 i O2˙− što rezultuje oksidacijom GSH i nastankom GSSG molekula (Winterbourn i 

Metodiewa, 1994). U studiji Winterbourn i Metodiewa (1994) je pokazano da GSH direktno 

reaguje sa O2˙− anjonom, što ima za rezultat pad u nivou redukovanog GSH. Teramoto i sar. 

(1995) su ukazali na negativnu korelaciju između koncentracije O2˙− anjona i koncentracije 

unutarćelijskog GSH. Zbog toga je jedan od mogućih razloga pada u koncentraciji redukovanog 
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GSH u našem eksperimentu njegova direktna reakcija sa ROS nastalim usled tretmana 

akrilamidom.  

Tretman Rin-5F ćelija sa 10 mM akrilamidom tokom različitih vremenskih intervala u 

eksperimentu ove teze je pokazao statistički značajan pad u nivou redukovanog GSH, tokom 

svih tretmana, osim tretmana od 0,5 h. Pad u nivou redukovanog GSH je imao dozno-zavisni 

manir završno sa tretmanom od 12 h koji pokazuje najnižu vrednost GSH u poređenju sa 

kontrolom. Kod tretmana od 24 h je došlo do blagog porasta u nivou GSH, međutim, ta vrednost 

je statistički značajno ispod kontrolnog nivoa. To je u skladu sa rezultatima studija Yousef i El-

Demerdash (2006) i Catalgol i sar. (2009) koji su pokazali da akrilamid smanjuje nivo 

redukovanog GSH i time indirektno dovedi do oksidativnog stresa i pojačane produkcije ROS.  

Jedna od veoma značajnih osobina GSH je da reaguje sa različitim elektrofilnim supstancama, 

fiziološkim metabolitima (estrogen, melanin, prostaglandini i leukotrijeni) i ksenobioticima, sa 

kojima formira merkapturnu kiselinu u reakciji koju katališe glutation S-transferaza (Fang i sar., 

2002). Akrilamid kao α-, β-nezasićeni elektrofilni molekul reaguje sa ćelijskim nukleofilima koji 

imaju –SH, -NH ili –OH reaktivnu grupu. Zbog toga, akrilamid lako reaguje sa GSH i formira 

GSH-S-konjugate, što je početni korak u biotransformaciji nukleofila u merkapturnu kiselinu, ali 

i reakcija koja smanjuje unutarćelijski nivo GSH (Fang i sar.,2002; Settels i sar., 2008).  

Na pad u nivou slobodnog GSH u velikoj meri utiče i njegova konjugacija sa glicidamidom, 

metabolitom akrilamida, (Settels i sar., 2008). Pored toga što učestvuje u redukciji H2O2, GSH se 

konjuguje sa NO˙ (Lushchak, 2014). 

Veliki broj proteina sadrži cistein u manjoj ili većoj meri, pa pored GSH, u regulaciji 

metabolizma ROS, veoma važnu ulogu igraju i proteini (Di Simplicio i sar., 2003). Oksidacija -

SH grupe cisteina je najčešća oksidativna modifikacija proteina. Proteini sa slobodnom -SH 

grupom u redukovanom obliku (P-SH) prisutniji od mešovitih disulfidnih molekulskih 

kompleksa kao što je glutation-proteinski kompleks (GSSP) (Rossi i sar., 1995). Međutim, u 

uslovima oksidativnog stresa, dolazi do značajnog pada u slobodnim proteinskim –SH grupama 

(Frijhoff i sar., 2015). 

Rezultati ove teze su u saglasnosti sa tvrdnjom da se u uslovima oksidativnog stresa uočava pad 

u nivou slobodnih –SH grupa. Tretman sa 10 mM akrilamidom u Rin-5F ćelijama je doveo do 

pada u nivou slobodnih –SH grupa koji je imao statističku značajnost samo tokom tretmana u 

trajanju od 3 i 6 h. Dugotrajni tretman sa 10 mM akrilamida nije doveo do signifikantne promene 

u nivou slobodnih –SH grupa u Rin-5F ćelijama poređenju sa kontrolom.  

Pored akrilamida i ROS, i NO˙ je biološki elektrofil koji stvara reverzibilne adukte sa 

sulfhidrilnim, tiolatnim (-SH) grupama na proteinima u procesu S-nitrozilacije (LoPachin i 

Gavin, 2012). NO˙ i akrilamid imaju sličan inhibitorni efekat na funkciju proteina pa se proteom 

osetljiv na NO˙ u velikoj meri preklapa sa proteomom osetljivim na akrilamid (LoPachin i sar., 

2004; Barber i sar., 2007). Pošto je NO˙ signalni put karakterističan za gotovo sve tipove ćelija 

(Hess i sar., 2005), jasno je da će i akrilamid imati tiolatne akceptore u najvećem broju tkiva 

(Barber i sar., 2007). U fiziološkim uslovima, NO˙ i njegovi metaboliti reaguju sa različitim 

jedinjenjima koja poseduju redukovanu –SH grupu, i formiraju nestabilne komplekse (Heales i 

Bolaños, 2002). Rezultati ove teze ukazuju na povećanje koncentracije NO2
− u Rin-5F ćelijama 

posle aplikacije akrilamida, što ukazuje na učešće NO˙ u toksičnom dejstvu akrilamida. S 

obzirom na to da NO˙ reaguje sa slobodnim tiolima, prekomerno stvaranje NO˙ može uticati na 

smanjenje koncentracije GSH u ovim eksperimentalnim uslovima. Rezultati ove disertacije 

upravo ukazuju na to, jer je tokom svih vremenskih intervala trajanja tretmana akrilamidom, u 
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Rin-5F ćelijama nivo NO2
− bio statistički veoma značajno povišen u odnosu na kontrolu, a nivo 

intracelularnog GSH statistički značajno smanjen u odnosu na kontrolu. Tretman akrilamidom je 

i u testisima doveo i do povišenog nivoa NO˙ i pada u nivou GSH (Elghaffar i sar., 2015). Svi 

ovi rezultati ukazuju na to da snižavanje nivoa GSH nakon akrilamidnog tretmana ima ulogu u 

toksičnosti akrilamida (Lamy i sar., 2008). 

Još jedan podatak koji govori u prilog padu u koncentraciji slobodnog redukovanog GSH i 

slobodnih –SH grupa u proteinima posle akrilamidnog tretmana je da akrilamid preko aktivacije 

transkripcionog faktora NF-κB, za koji je pokazano da u mikroglijalnim ćelijama BV-2 izaziva 

pojačanu ekspresiju gena za iNOS, dovodi i do povišenog nivoa NO˙ (Liu i sar., 2015). Povišeni 

NO˙, zatim, dovodi do S-nitrozilacije, kako je već diskutovano (LoPachin i Gavin, 2012). Još 

jedan važan podatak koji je u vezi sa konjugacijom toksikanata sa intracelularnim GSH je da se 

odvija efikasnije kod juvenilnih u odnosu na adultne životinje (Allameh i sar., 1997). 

 

5.3.5. Efekat tretmana akrilamidom na pojavu lipidne peroksidacije  

 

Lipidna peroksidacija je oksidativna degradacija polinezasićenih masnih kiselina i jedan je od 

najčešćih ishoda unutarćelijskih promena nastalih delovanjem slobodnih kiseoničnih radikala 

(Yin i sar., 2011). Ćelijska membrana predstavlja najosetljivije mesto za delovanje ROS jer su 

rezidue polinezasićenih masnih kiselina fosfolipida, koje su konstituenti ćelijske membrane, 

veoma podložne oksidaciji. Zbog visokog prisustva u svakoj ćeliji, polinezasićene masne 

kiseline su vrlo su pristupačne nastalim ROS. Kao što je već komentarisano, lipidna 

peroksidacija je lančani proces čiji krajnji produkt su, između ostalog, i MDA koji se smatraju 

primarnim biomarkerima lipidnog oštećenja od strane slobodnih radikala tokom oksidativnog 

stresa (Valko i sar., 2007). Za razliku od slobodnih radikala koji reaguju sa biomolekulom koji se 

nalazi u njihovoj neposrednoj blizini, svega nekoliko nanometara od mesta nastanka radikalskog 

molekula, aldehidi nastali od lipidnih peroksida lako difunduju kroz membranu i mogu 

kovalentno da modifikuju bilo koji protein u citoplazmi ili u nukleusu, daleko od mesta njihovog 

nastanka (Negre-Salvayre i sar., 2008).  

U fiziološkim uslovima ili u uslovima niskog stepena lipidne peroksidacije (subtoksični uslovi), 

ćelije održavaju metaboličku homeostazu preko konstitutivnih antioksidativnih odbrambenih 

mehanizama kojim stimulišu ekspresiju i aktivnost antioksidativnih proteina i tako se 

prilagođavaju na stresni odgovor. Sa druge strane, u uslovima lipidne peroksidacije koja je 

srednjeg ili visokog stepena (toksični uslovi) stepen oksidativnog oštećenja prevazilazi 

reparacioni kapacitet ćelije koja tada podleže nekrozi ili apoptozi (Ayala i sar., 2014).  

Povećana produkcija slobodnih radikala i H2O2 i porast u intenzitetu lipidne peroksidacije su 

karakteristični za životinje koje su izložene delovanju akrilamida (Awad i sar., 1998; Park i sar., 

2002).  Nivo MDA u Rin-5F ćelijama je imao značajan porast u poređenju sa kontrolom u 

tretmanima od 1, 12 i 24 h. Do sličnog nalaza o skoku u koncentraciji MDA kod oralno tretiranih 

pacova sa akrilamidom su došli i Yousef i El-Demerdash (2006), kao i Elghaffar i sar. (2015) 

koji su pokazali da tretman adultnih mužjaka pacova sa akrilamidom u dozama od 25 i 100 

mg/kg tm pojačava lipidnu peroksidaciju u testisima. Do ovog nalaza, da raste nivo MDA u 

testisima pacova nakon akrilamidnog tretmana, su došli i Abd El-Halim i Mohamed (2012). U 

skladu sa time su i rezultati koji pokazuju povećanu koncentraciju MDA u različitim delovima 

mozga pacova intraperitonealno tretiranih sa akrilamidom, što je nalaz koji jasno ukazuje na 

pojačanu lipidnu peroksidaciju (Kopanska i sar., 2015). Istovremeno, i rezultati istraživanja Al-
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Serwi i Ghoneim (2015) pokazuju da akrilamid statistički značajno povećava nivo MDA u 

poprečno prugastoj muskulaturi jezika pacova. 

Jedan od razloga porasta MDA je značajan pad u nivou redukovanog GSH (Srivastava i sar., 

1983). Značajno smanjenje nivoa GSH usled konjugacije sa akrilamidom je dokazano in vivo 

(Martensson i sar., 1990) i in vitro (Park i sar., 2002). Nivo MDA pokazuje statistički značajan 

porast u mozgu, plućima, bubrezima, jetri i testisima kod pacova tretiranih sa akrilamidom u 

poređenju sa kontrolom, uz istovremeni statistički značajni pad u nivou GSH (Alturfan i sar., 

2012). I rezultati ove teze pokazuju da je tretman sa 10 mM akrilamidom u Rin-5F ćelijama 

doveo do statistički značajnog pada intracelularnog GSH. To je u saglasnosti sa studijama 

Younes i Siegers (1980) i Srivastava i sar. (1983), kod kojih je tretman pacova sa akrilamidom u 

dozama od 25, 75 i 100 mg/kg tm imao za rezultat smanjenje intracelularnog GSH i pojavu 

oksidativnog stresa u homogenatu jetre.  

U uslovima niskog prisustva, intracelularni GSH nije u mogućnosti da kompenzuje oksidativne 

promene nastale delovanjem slobodnih radikala (Srivastava i sar., 1983). Takođe, deo 

apsorbovanog akrilamida se metaboliše oksigenacijom dvostruke veze pomoću enzima CYP2E1 

do glicidamida. Budući da i glicidamid poseduje elektrofilnu reaktivnost, i on lako stupa u 

reakciju sa –SH grupom u GSH što izaziva još veći pad u koncentraciji ovog antioksidativnog 

molekula (Calleman i sar., 1990; Bergmark i sar., 1993). Ovim se otvara mogućnost za još 

intenzivniju lipidnu peroksidaciju pa akrilamid može da dovde do oksidativnog stresa kako 

direktnim delovanjem, tako i nakon metabolisanja u glicidamid pomoću CYP2E1 (LoPachin i 

sar., 2008).  

Visok nivo NO˙ u Rin-5F ćelijama tretiranim akrilamidom u ovoj tezi i značajni skok u 

aktivnosti ukupne SOD prilikom tretmana od 6 h koji je najverovatnije posledica porasta u 

koncentraciji O2˙−, mogu da dovedu do intenzivne produkcije ONOO− za koji je poznato da ima 

ključnu ulogu u nastanku lipidne peroksidacije (Pacher i sar., 2007). 

 

5.4.  Efekat tretmana akrilamidom na aktivnost i ekspresiju CYP2E1 

enzima 

 

Pankreasne β-ćelije su metabolički veoma aktivne i pošto je endokrini pankreas bogato 

vaskularizovan, izložene su mnogim hemijskim supstancama iz krvi (Eberhard i Lammert, 

2009). Kako je citohrom P450 sistem uključen u metabolizam niza ksenobiotika, ekspresija ove 

superfamilije enzima u β-ćelijama pankreasa ima velikog značaja u fiziološkim, ali i patološkim 

procesima u β-ćelijama (Lees Murdock i sar., 2004). Enzimi iz familije P450 se u najvećoj 

koncentraciji nalaze u tkivu jetre, međutim, evidentno je da se eksprimiraju i u mnogim 

ekstrahepatičnim tkivima, između ostalog, i u pankreasu gde je ekspresija CYP2E1 izoforme, 

kod pacova, inducibilna (Norton i sar., 1998). CYP2E1 je jedan od nekoliko enzima iz familije 

P450 za koje se zna da su odgovorni za metabolizam i bio-aktivaciju niza egzogenih supstanci, 

uključujući i akrilamid (Nixon i sar., 2014). Pored konjugacije sa GSH, drugi važan način 

metabolizma akrilamida je oksidativna transformacija do glicidamida u reakciji koju katališe 

CYP2E1 (Parzefall, 2008).  

Tretman sa akrilamidom u dozi od 10 mM u istraživanju u okviru teze je pokazao da akrilamid 

ima značajan uticaj na ekspresiju gena za CYP2E1 u insulin-produkujućim Rin-5F ćelijama u 

poređenju sa kontrolom. Tretirane ćelije su odmah veoma intenzivno reagovale na akrilamidni 

tretman pa je već posle izloženosti od 0,5 h došlo do statistički veoma značajnog skoka u stepenu 
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transkripcije gena za CYP2E1. S obzirom na to da se enzim CYP2E1 veoma slabo eksprimira u 

β-ćelijama u fiziološkim uslovima, što su potvrdili i naši rezultati, jasno je da je ovaj veliki skok 

u transkripciji posmatranog gena direktna posledica tretmana i potrebe da se akrilamid eliminiše 

iz ćelije. To je u saglasnosti sa istraživanjem u kojem je uočen kvantitativni porast u iRNK za 

CYP2E1 u spermatocitama tretiranim sa akrilamidom (Nixon i sar., 2014). Inicijalni skok u 

transkripciji gena za CYP2E1 kod tretiranih ćelija je održao visoku statističku značajnost i tokom 

tretmana od 1 h. Intenzitet transkripcije gena za –CYP2E1 (cyp2e1) se približio kontrolnoj 

vrednosti tokom tretmana od 3 i 6 h, dok kod tretmana od 12 i 24 h dolazi do značajnog pada u 

odnosu na kontrolu. To je u skladu sa dozno-zavisnom redukcijom ODCYP2E1 u ćelijama 

Langerhansovih ostrvaca nakon subhroničnog tretmana sa akrilamidom u dozama od 25 i 50 

mg/kg tm.  

Nalaz ove disertacije da akrilamidni tretman dovodi do koncentracijski-zavisnog pada u 

transkripciji cyp2e1 u Rin-5F ćelijama, kao i do pada u optičkoj gustini ćelija imunopozitivnih na 

CYP2E1 u endokrinom pankreasu je u saglasnosti sa literaturnim podacima koji pokazuju da 

akrilamid smanjuje ekspresiju i aktivnost CYP2E1 enzima (Tareke i sar., 2002; El-Bohi i sar., 

2011). Tretman akrilamidom signifikantno smanjuje nivo CYP2E1 proteina u ćelijama jetre u 

dozno-zavisnom maniru i redukuje nivo iRNK za CYP2E1 enzim (El-Bohi i sar., 2011). Naši 

rezultati su u saglasnosti i sa nalazom da aktivnost CYP2E1 enzima u in vitro uslovima opada pri 

koncentrcijama akrilamida ≥10 mM (Awad i sar., 1998) budući da je tretman Rin-5F ćelija u 

kojima je merena transkripcija ovog enzima u ovoj tezi iznosio 10 mM. 

Do smanjene ekspresije CYP2E1 proteina i iRNK u ovoj tezi dolazi, najverovatnije, zbog 

citotoksičnosti novonastalog glicidamida. Tokom tretmana akrilamidom u trajanju od 0,5 i 1 h, 

došlo je do porasta transkripcije cyp2e1 u Rin-5F ćelijama što bi moglo da dovede do naglog 

porasta koncentracije glicidamida. Za molekule glicidamida je poznato da poseduju i do 40% 

viši afinitet za vezivanje za molekul DNK od molekula akrilamida (Dearfield i sar., 1995). El-

Bohi i sar. (2011) su in vivo eksperimentom na pacovima koji su peroralno primali akrilamid u 

dozama od 50 i 100 mg/kg tm pokazali značajno uvećanje broja jednolančanih prekida na 

molekulu DNK u hepatocitima. Ovakvo delovanje glicidamida može direktno da naruši strukturu 

DNK, što ima za posledicu pad u transkripciji i sintezi proteina (Dearfield i sar., 1995). U tom 

smislu, smanjenje količine CYP2E1 enzima može da bude posledica direktne citotoksičnosti 

glicidamida, koja inhibicijom transkripcije cyp2e1 u β-ćelijama pankreasa, izaziva redukciju 

nivoa njegove iRNK i time izaziva pad nivoa CYP2E1 proteina.  

 

5.5.  Efekat tretmana akrilamidom na transkripciju gena za Bcl-2 i Bax 

 

Oksidativni stres nije jedini uzrok ćelijske smrti. Pokazano je da pojačano prisustvo citokina IL-

1β u β-ćelijama, kao posledica delovanja akrilamida (Alturfan i sar., 2012), može da rezultuje 

pojavom ćelijske smrti po tipu apoptoze (Grunnet i sar., 2009) ili nekroze (Fehsel i sar., 2003; 

Steer i sar., 2006; Collier i sar., 2006). Međutim, apoptoza nije glavni mehanizam smrti β-ćelija 

koji nastupa kao odgovor na pro-inflamatorne citokine (Fehsel i sar., 2003; Steer i sar., 2006; 

Collier i sar., 2006). Naime, pro-inflamatorni citokini povećavaju koncentraciju prisutnog iNOS 

enzima čime dovode do pojačane sinteze i nakupljanja NO˙ u β-ćelijama (Corbett i sar., 1992), a 

nastali NO˙ inhibira formiranje apoptotskog kompleksa neophodnog za aktivaciju kaspaza, koje 

su pokretači apoptoze (Melino i sar., 2000). Kao što je prethodno diskutovano, rezultati ove 

disertacije su pokazali dozno-zavisni porast u ekspresiji iNOS u Langerhansovim ostrvcima 
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životinja tretiranih sa akrilamidom, kao i veoma visok nivo NO2
−, anjona koji nastaje daljom 

oksidacijom NO˙ u Rin-5F ćelijama nakon aplikacije akrilamida.  

Jedan od bitnih parametara koji ukazuje na to u kojoj meri je ćelija osetljiva na apoptozu je 

odnos između Bax i Bcl-2 proteina (Mehmeti i sar., 2011). Bcl-2 je familija citoplazmatskih 

proteina koji regulišu apoptozu. Dve glavne grupe ovih proteina su Bcl-2 i Bax, i imaju suprotne 

funkcije. Bcl-2 je antiapoptotski protein, dok Bax ima proapoptotsku funkciju (Mehmeti i sar., 

2011). Za ćeliju koja je u procesu apoptoze je karakteristično da odnos između pro- i 

antiapoptotskih proteina iz Bcl-2 familije (Bax/Bcl-2 odnos), raste (Kikuchi i sar., 2002). 

Rezultati ove teze su pokazali značajan porast u transkripciji gena za Bax u svim tačkama 

tretmana u poređenju sa kontrolom, međutim, tretman Rin-5F ćelija sa akrilamidom je doveo i 

do značajnog porasta u ekspresiji gena za Bcl-2 tokom tretmana od 0,5, 1 i 3 h. Zbog toga, odnos 

Bax/Bcl-2 u istraživanju u okviru disertacije nije pokazao gotovo nikakvu razliku u odnosu na 

kontrolnu vrednost tokom tretmana od 0,5, 1 i 3 h. Ovi rezultati idu u prilog pretpostavci da 

apoptoza nije dominantan tip ćelijske smrti β-ćelija prilikom kratkotrajnog akrilamidnog 

tretmana. Sa druge strane, tretman sa akrilamidom u trajanju od 12 i 24 h je doveo do skoka u 

vrednosti odnosa Bax/Bcl-2 u Rin-5F ćelijskoj liniji i mogao bi da ukaže na potencijalnu pojavu 

apoptoze u β-ćelijama nakon duže izloženosti ćelija dejstvu akrilamida. Tako da bi i u našim 

tretmanima pad u numeričkoj gustini β-ćelija usled dejstva akrilamida, koji je pokazan u in vivo 

eksperimentu mogao biti uzrokovan apoptozom ovih ćelija. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ZAKLJUČCI 



103 
 

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja uticaja akrilamida u dozama od 25 mg/kg tm i 50 

mg/kg tm na endokrini pankreas juvenilnih mužjka laboratorijskih pacova soja Wistar, u skladu 

sa postavljenim ciljevima, mogu se izvesti sledeći zaključci: 

1. subhronični peroralni tretman nije izazvao promene u histološkoj građi endokrinog 

pankreasa, kao ni u broju i dijametru Langerhansovih ostrvaca tretiranih pacova; 

2. stereološka analiza α- i β-ćelija Langerhansovih ostrvaca tretiranih pacova je ukazala na 

značajano dozno-zavisno smanjenje vrednosti Nvβ i Svβ, dok vrednosti Vvβ, Vvnβ, 

Vvcβ i Nβ/Cβ nisu značajno promenjene. Tretman nižom dozom akrilamida statistički 

značajano povećava vrednost Nvα, dok se kod životinja tretiranih višom dozom, vrednost 

ovog parametra ne razlikuje značajno u poređenju sa kontrolom. Vrednosti Vvα, Svα, 

Vvnα, Vvcα, Nα/Cα se ne razlikuju značajno od vrednosti ovih parametara kod 

kontrolnih životinja, bez obzira na korišćenu dozu; 

3. evaluacijom ekspresije insulina, glukagona, iNOS, CAT, SOD1, SOD2 i CYP2E1 u 

Langerhansovim ostrvcima uočeno je značajno, kao i dozno-zavisno smanjenje vrednosti 

optičke gustine ćelija imunopozitivnih na insulin i CYP2E1. Ista analiza je pokazala 

signifikantno dozno-zavisno povećavnje vrednosti optičke gustine imunopozitivnih ćelija 

na glukagon i iNOS, dok vrednost optičke gustine ćelija imunopozitivnih na enzime 

CAT, SOD1 i SOD2 nije značajno promenjena; 

4. nivo glukoze u serumu nije značajno promenjen kod tretiranih pacova. 

 

Na osnovu rezultata dobijenih nakon tretmana Rin-5F ćelijske linije akrilamidom, u skladu sa 

postavljenim ciljevima istraživanja, moguće je izvesti sledeće zaključke: 

 

1. akrilamid smanjuje vijabilnost Rin-5F ćelijske linije insulinoma β-ćelija u 

koncentracijski-zavisnom maniru; 

2. tretman sa 10 mM akrilamidom tokom rastućih vremenskih intervala pokazuje da 

akrilamid u Rin-5F ćelijskoj liniji značajno povećava nivo MDA nakon tretmana u 

trajanju od 1, 12 i 24 h, kao i nivo NO2
− u svim tačkama tretmana (0,5, 1, 3, 6, 12, 24 h). 

Akrilamid u koncentraciji od 10 mM signifikantno smanjuje nivo redukovanog GSH 

nakon tretmana od 1, 3, 6, 12 i 24 h, kao i nivo slobodnih –SH grupa nakon tretmana od 3 

i 6 h. Isti tretman značajno pojačava aktivnost CAT nakon tretmana od 1 h, međutim, 

tretman u trajanju od 12 h značajno smanjuje aktivnost ovog enzima. Akrilamidni 

tretman signifikantno smanjuje aktivnost SOD nakon 1, 12 i 24 h, dok tretman od 6 h 

značajno pojačava aktivnost enzima SOD; 

3. akrilamid u koncentraciji od 10 mM tokom različitih vremenskih intervala utiče na 

promene u relativnoj ekspresiji gena za insulin, iNOS, SOD1, SOD2, CAT, CYP2E1, 

Bax i Bcl-2. Pomenuti tretman signifikantno povećava transkripciju gena za: 

a. iNOS i Bax u svim tačkama tretmana (0,5, 1, 3, 6, 12, 24 h), 

b. SOD1 i SOD2 nakon tretmana od 12 i 24 h, 

c. CAT nakon tretmana od 3 h, 

d. CYP2E1 nakon tretmana od 0,5 i 1 h, 

e. Bcl-2 nakon tretmana od 0,5, 1 i 3 h. 
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Tretman 10 mM akrilamidom značajno smanjuje relativnu ekspresiju gena za CYP2E1 

nakon tretmana u trajanju od 12 i 24 h, dok ne dovodi do značajne promene u relativnoj 

ekspresiji gena za insulin. 

 

Opšti zaključak 

 

Akrilamid je toksična supstanca koja pokazuje jasan efekat kako na mikrostrukturne 

karakteristike endokrinog pankreasa na nivou α- i β-ćelija, tako i na ekspresiju insulina, 

glukagona, iNOS, CAT, SOD1, SOD2 i CYP2E1 u ćelijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa. 

Pored efekta koji je pokazan na animalnom modelu, in vitro analiza tretmana akrilamidom je 

pokazala citotoksični efekat ove supstance na Rin-5F ćelijsku liniju insulinoma β-ćelija. U 

disertaciji je pokazano da akrilamid pomera redoks-status Rin-5F ćelija u smeru oksidacije. 

Rezultati teze pokazuju da dolazi do promene u transkripciji gena za iNOS, SOD1, SOD2, CAT, 

CYP2E1, Bax i Bcl-2 u Rin-5F ćelijama, kao odgovor na delovanje ovog toksičnog monomera. 

Rezultati dobijeni u tezi ukazuju da je endokrini pankreas, nedvosmisleno, jedno od ciljnih tkiva 

akrilamida, i da je, zbog toga, veoma poželjno da se unos akrilamida u organizam svede na 

najmanju moguću meru.  
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Akrilamid je toksična hemijska supstanca koja je već dugi niz godina prisutna u životnoj 

sredini, jer se kao važan monomer koristi u različite industrijske i laboratorijske svrhe. U 

poslednjih petnaest godina, akrilamid je postao posebno zanimljiv za šire naučne krugove 

jer se pokazalo da se nalazi i u hrani biljnog porekla, posebno hrani bogatoj skrobom, 

koja se priprema pečenjem ili prženjem na temperaturama višim od 120°C. Do sada 

ustanovljeni negativni zdravstveni efekti akrilamida su veoma raznovrsni i mogu biti 

rezultat delovanja samog akrilamida ili delovanja njegovog metabolita glicidamida koji 

nastaje in vivo kada se jedan deo molekula akrilamida metaboliše oksigenacijom 

dvostruke veze pomoću enzima citohrom P450 2E1 (CYP2E1).  

Akrilamid je supstanca koja ima dokazan negativan efekat na organske sisteme kod ljudi 

i životinja, i koja je svrstana u moguće humane karcinogene. Negativan efekat akrilamida 

na egzokrini pankreas je poznat, ali o mogućim efektima akrilamida na endokrini 

pankreas se i dalje veoma malo zna. Ima puno dokaza koji ukazuju na to da akrilamid 

ima citotoksični efekat koji se manifestuje kroz uticaj na redoks-status ćelija i dovodi do 

promena u vrednostima biomarkera oksidativnog i nitrozativnog stresa, kao i u aktivnosti 

antioksidativnih enzima. 

Pankreas je jedan od ciljnih organa za delovanje akrilamida te je glavni predmet 

istraživanja doktorske teze bio proučavanje potencijalnog efekta akrilamida na endokrini 

pankreas pacova. Ispitivanje je vršeno na 3 eksperimentalne grupe juvenilnih mužjaka 

pacova soja Wistar, od kojih je jedna grupa bila kontrolna, dok su dve bile tretirane sa 

akrilamidom u dozama od 25 mg/kg tm i 50 mg/kg tm, 5 dana nedeljno, tokom 3 nedelje. 

Po isteku tretmana, nakon dekapitacije, kompletno tkivo pankreasa je fiksirano u 10% 

rastvoru formalina tokom 24 h i obrađeno prema standardnoj proceduri za kalupljenje u 

parafinu. Parafinski kalupi su sečeni na serijske preseke debljine 5 µm, nakon čega su 

bojeni histohemijskom i imunohistohemijskim metodama. Kod eksperimentalnih grupa 

posmatrane su histološke promene na endokrinom pankreasu, sa akcentom na α- i β-

ćelije. Takođe, posmatrana je i ekspresija hormona insulina i glukagona, enzima 

inducibilne azot-oksid sintetaze (iNOS) i CYP2E1, kao i ekspresija antioksidativnih 

enzima katalaza (CAT) i superoksid dismutaza 1 i 2 (SOD1 i SOD2) u ćelijama 

Langerhansovih ostrvaca. Potencijalna promena u funkcionalnosti β-ćelija je ispitana i 



kroz analizu nivoa glukoze u serumu pacova tretiranih sa akrilamidom. 

Budući da β-ćelije čine 80% ćelija koje grade Langerhansova ostrvca pankreasa, pored in 

vivo eksperimenata, ispitana je i toksičnost akrilamida na Rin-5F ćelijsku liniju 

insulinoma β-ćelija pacova u in vitro uslovima.  

Glavni cilj in vitro istraživanja je bio da se ispita uticaj rastućih koncentracija akrilamida 

na preživljavanje tretiranih Rin-5F ćelija, ali i efekat IC50 koncentracije ove supstance 

primenjene tokom različitih vremenskih intervala (0,5, 1, 3, 6, 12 i 24 h) na pojavu 

oksidativnog i nitrozativnog stresa. Redoks-status Rin-5F ćelija tretiranih sa akrilamidom 

je ispitan preko analize prisustva biomarkera oksidativnog i nitrozativnog stresa, 

akrivnosti CAT i ukupne SOD, kao i promene u ekspresiji gena za CAT, SOD1, SOD2 i 

iNOS. Pored toga, analiziran je i efekat istog tretmana na ekspresiju gena za insulin, 

CYP2E1, Bax i Bcl-2. 

U okviru teze je pokazano da akrilamid ne dovodi do značajnih promena u histološkoj 

građi, dijametru i broju Langerhansovih ostrvaca kod tretiranih životinja. Primena 

stereoloških metoda je ukazala na mikrostrukturne promene na endokrinom pankreasu na 

nivou α- i β-ćelija. U ovoj tezi je po prvi put pokazano da tretman akrilamidom negativno 

utiče na broj i površinu β-ćelija pankreasa. U tezi je, takođe, pokazan značajan dozno-

zavisni pad u prisustvu insulina u β-ćelijama pankreasa. Uprkos tome, kod akrilamidom 

tretiranih životinja nije konstatovana promena u koncentraciji serumske glukoze. U ovoj 

tezi je pokazano da tretman akrilamidom dovodi do statistički značajnog porasta u broju 

α-ćelija kod životinja koje su primale nižu dozu tretmana, dok se broj α-ćelija kod 

životinja koje su primale višu dozu tretmana ne razlikuje značajno od kontrole. Tretman 

akrilamidom je doveo do značajnog porasta u količini prisutnog glukagona u α-ćelijama 

pankreasa. 

Tretman akrilamidom nije doveo do značajne promene u ekspresiji CAT, SOD1 i SOD2 

u ćelijama Langerhansovih ostrvaca. Kod tretiranih životinja došlo do značajnog dozno-

zavisnog porasta u ekspresiji enzima iNOS, dok je ekspresija CYP2E1 značajno dozno-

zavisno opala nakon tretmana.  

U tezi je pokazano da tretman akrilamidom negativno utiče na vijabilnost Rin-5F ćelija, i 

utvrđeno je da IC50 koncentracija akrilamida za Rin-5F ćelije iznosi 10 mM. Rezultati 

teze pokazuju da tretman akrilamidom u IC50 koncentraciji u Rin-5F ćelijskoj liniji 

značajno povećava nivo malondialdehida (MDA) nakon tretmana u trajanju od 1, 12 i 24 

h. Isti tretman značajno smanjuje nivo redukovanog GSH nakon tretmana od 1, 3, 6, 12 i 

24 h, kao i nivo slobodnih –SH grupa nakon tretmana od 3 i 6 h. Tretman akrilamidom u 

IC50 koncentraciji signifikantno pojačava aktivnost CAT nakon tretmana od 1 h, dok 

tretman u trajanju od 12 h značajno smanjuje aktivnost ovog enzima. Ovaj tretman 

smanjuje aktivnost SOD nakon 1, 12 i 24 h, dok tretman u trajanju od 6 h značajno 

pojačava aktivnost enzima SOD. U tezi je, takođe, pokazan i veoma značajan porast u 

nivou prisutnih nitrita, koji je direktno proporcionalan sa nivoom azot-oksida i nivoom 

akivnosti enzima iNOS. Ovaj nalaz ukazuje na potencijalnu pojavu nitrozativnog stresa u 



akrilamidom-tretiranim Rin-5F ćelijama. U tezi je po prvi put pokazano da tretman 

akrilamidom dovodi do značajnih varijacija u transkripciji gena za iNOS, SOD1, SOD2, 

CAT, CYP2E1, Bax i Bcl-2 u tretiranim Rin-5F ćelijama, dok isti tretman ne dovodi do 

promene nivoa transkripcije gena za insulin. Tretman akrilamidom u koncentraciji od 10 

mM tokom rastućih vremenskih perioda dovodi do porasta u relativnoj količini iRNK 

gena za iNOS u svim tačkama tretmana, do porasta nivoa iRNK za SOD1 i SOD2 nakon 

tretmana od 12 i 24 h, kao i do porasta količine iRNK za CAT nakon tretmana od 3 h. U 

tezi je pokazano i da akrilamid izaziva promene u sintezi iRNK za enzim CYP2E1 koji je 

posebno značajan u kontekstu detoksikacije ove toksične supstance. Porast u transkripciji 

gena za CYP2E1 je uočen nakon tretmana u trajanju od 0,5 i 1 h, dok je do smanjenja 

transkripcije došlo nakon tretmana od 12 i 24 h. Tretman akrilamidom u koncentraciji od 

10 mM tokom rastućih vremenskih perioda dovodi do porasta u relativnoj količini iRNK 

gena za Bax u svim tačkama tretmana, i do porasta u transkripciji gena za Bcl-2 nakon 

tretmana od 0,5, 1 i 3 h.  

Sumirajući sve rezultate ove teze, moze se zaključiti da je endokrini pankreas jedno od 

ciljnih tkiva, na koje akrilamid ostvaruje višestruki negativni uticaj. 
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Abstract:  

AB              

   Acrylamide is a toxic chemical used as an important monomer for various industrial 

and laboratory purposes, which makes it highly present in the environment. In the last 

fifteen years, acrylamide has become especially interesting for wider scientific circles 

when it was found in staple foodstuff rich in starch, prepared at temperatures higher than 

120°C. The established negative health effects of acrylamide are very diverse and can be 

the result of the acrylamide action itself or the action of its metabolite glycidamide that 

occurs in vivo, when acrylamide molecule is metabolized via oxygenation of the double 

bond by the cytochrome P450 2E1 (CYP2E1). 

Acrylamide is a substance with a proven adverse effect on humans and animals, and it is 

classified as a possible human carcinogen. The negative effect of acrylamide on the 

exocrine pancreas has already been recognized, but the possible effects of acrylamide on 

endocrine pancreas are still mostly undetermined. There is a significant amount of 

evidence to suggest that acrylamide exerts a cytotoxic effect which manifests through the 

changes in level of oxidative and nitrosative stress biomarkers, as well as in the activity 

of antioxidant enzymes. 

Since, pancreas is one of the target organs for acrylamide, the main subject of doctoral 

thesis was to investigate the potential effect of acrylamide on the rat endocrine pancreas. 

The investigation was conducted on 3 experimental groups of juvenile male Wistar rats, 

of which one group was the control group, while two groups were treated with 

acrylamide at doses of 25 mg/kg bw and 50 mg/kg bw, 5 days a week, during 3 weeks. 

After termination of the treatment, decapitation was performed, and the complete 

pancreatic tissue was fixed in a 10% formalin solution for 24 h and treated according to 

the standard paraffin embedding procedure. Paraffin molds were cut into 5 μm thick 

serial sections, after which they were stained with histochemical and 

immunohistochemical methods. 

Histological changes of the endocrine pancreas, with the emphasis on α- and β-cells, were 

examined in three experimental groups of rats. In addition, the expression of insulin and 

glucagon hormone, the inducible nitric oxide synthase (iNOS) and CYP2E1 enzymes, 

and the expression of antioxidative enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutases 1 

and 2 (SOD1 and SOD2) in the islets of Langerhans were also investigated. A potential 

change in the functionality of β-cells was also examined by analyzing glucose level in the 

serum of rats treated with acrylamide. 

In pancreatic islets of Langerhans the majority of cells (>80%) are β-cells. Therefore, in 

addition to in vivo experiments, the toxicity of acrylamide was examined in vitro on rat 

insulinoma Rin-5F cell line.  



The main goal of in vitro research was to investigate the impact of increasing acrylamide 

concentrations on the viability of treated Rin-5F cells, and also to examine whether IC50 

concentration of this substance, applied at different intervals of time (0.5, 1, 3, 6, 12 and 

24 h), induce oxidative and nitrosative stress. 

Redox-status of Rin-5F cells treated with acrylamide was examined by analyzing 

oxidative and nitrosative stress biomarkers, CAT and total SOD activity, as well as 

changes in the expression of the CAT, SOD1, SOD2 and iNOS. In addition, the effect of 

the same treatment on the transcription of the insulin, CYP2E1, Bax and Bcl-2 gene was 

analyzed.The results of the thesis showed that acrylamide treatment does not lead to 

significant changes in the histological structure, diameter and number of islets of 

Langerhans of treated animals. Application of stereological methods indicated 

microstructural changes of α- and β-cells of endocrine pancreas. It has been shown for the 

first time that treatment with acrylamide negatively affects the number and surface area 

of pancreatic β-cells. In addition, a significant dose-dependent decline in the amount of 

insulin in pancreatic β-cells was also demonstrated. However, no change in serum 

glucose level was observed in treated animals. 

Acrylamide treatment led to a statistically significant increase in the number of α-cells in 

animals receiving a lower dose of treatment, while the number of α-cells in animals 

receiving a higher dose of treatment did not differ significantly from the control. 

Treatment with acrylamide led to a significant increase in the amount of the glucagon in 

α-cells. 

Treatment with acrylamide did not cause a significant change in the expression of CAT, 

SOD1 and SOD2 in islets of Langerhans. However, there was a significant dose-

dependent increase in the expression of iNOS enzyme, whereas expression of CYP2E1 

significantly decreased in dose-dependent manner in treated animals. 

Results of the thesis showed that acrylamide exerts a negative effect on the viability of 

Rin-5F cell line. It has been established that the IC50 concentration of acrylamide for the 

Rin-5F cell line is 10 mM. The results of the thesis indicate that treatment of Rin-5F cell 

line with IC50 concentration of acrylamide for 1, 12, and 24 h significantly increased the 

level of malondialdehyde (MDA). Exposure to acrylamide for 1, 3, 6, 12 and 24 h 

significantly decreased the level of reduced GSH, while the level of free -SH groups was 

reduced after 3 and 6 h of acrylamide treatments. Treatment with IC50 concentration of 

acrylamide significantly enhanced CAT activity after 1 h of acrylamide exposure, while 

12 h exposure significantly reduced the activity of this enzyme. Application of 

acrylamide reduced SOD activity after 1, 12, and 24 h exposure, while 6 h exposure 

significantly increased the activity of SOD enzymes. Results of the thesis also showed a 

very significant increase of the nitrite level, which is directly proportional to the level of 

nitrogen oxide (NO) and the level of the iNOS activity. This finding points to the 

potential occurrence of nitrosative stress in acrylamide-treated Rin-5F cells.  

It has been shown for the first time that acrylamide treatment leads to significant 

variations in transcription of iNOS, SOD1, SOD2, CAT, CYP2E1, Bax and Bcl-2 genes 

in treated Rin-5F cells, while the same treatment does not affect transcription of the 

insulin gene. Treatment with acrylamide at a concentration of 10 mM for increasing 

periods of time leads to an increase in the relative amount of the iNOS gene iRNA at all 

treatment points. Twelve and and 24 h of acrylamide exposure increased the transcription 

of the SOD1 and SOD2 genes. Transcription of CAT gene was increased after 3 h of 



acrylamide exposure. Furthermore, it has been shown that acrylamide treatment leads to 

variations in the mRNA synthesis of CYP2E1 gene, which is particularly significant in 

the context of detoxification of this toxic substance. An increase in the transcription of 

the CYP2E1 gene was observed after 0.5 and 1 h of acrylamide exposure, while the 

reduction of transcription occurred after 12 and 24 h of acrylamide exposure. The 

treatment with 10 mM acrylamide has led to an increase of the transcription of the Bax 

gene at all treatment points, and also to an increase of transcription of the Bcl-2 gene 

after of 0.5, 1, and 3 h of acrylamide exposure. 

Summarizing all the results of this thesis, it can be concluded that the endocrine pancreas 

is one of the target tissues of acrylamide, to which this substance exerts a multiple 

adverse effects.    
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