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Molekularni mehanizmi antioksidativnog dejstva ekstrakta kičice 

(Centaurium erythraea Rafn) u eksperimentalnom modelu 

dijabetesa pacova 

Sažetak 

Kičica se u Srbiji tradicionalno koristi za lečenje različitih oboljenja, 

uključujući i dijabetes. Cilj ovog rada bio je rasvetljavanje mehanizama 

antioksidativnog i protektivnog dejstva ekstrakta kičice (EK) koji doprinose 

očuvanju strukture i funkcije β-ćelija pankreasa i ublažavanju komplikacija u 

dijabetesu. Efekti EK analizirani su na eksperimentalnom modelu dijabetesa 

pacova izazvanom streptozotocinom (STZ) kao i na Rin-5F β-ćelijama izloženim 

oksidativnom stresu primenom vodonik peroksida, natrijum nitroprusida ili STZ-a. 

EK je ispoljio antidijabetogeno dejstvo uočeno kao sniženje nivoa 

glukoze/glikohemoglobina, poboljšanje lipidnog statusa i povećanje nivoa insulina 

u cirkulaciji dijabetičnih pacova što se može pripisati detektovanom uticaju EK na 

oc uvanje strukture Langerhansovih ostrvaca i povec anju mase β-c elija koje 

produkuju insulin.  ntioksidativni efekat EK na β-c elije ogledao se u redukovanju 

oksidativnih os tec enja, modulisanju aktivnosti i ekspresije enzima antioksidativne 

zaštite (C T, SOD, GPx i GR) i uravnotežavanju aktivnosti redoks-senzitivnih 

faktora (NFκB, Nrf-2, Sp1, FOXO3 ) uključenih u regulaciju transkripcije gena za 

antioksidativne enzime. Dodatni doprinos EK boljem preživljavanju β-ćelija i 

sekreciji/ekspresiji insulina ostvaren je finim promenama u aktivnosti Akt, ERK i 

p38 kinaza kao i PDX-1 i MafA proteina. Pored toga, antioksidativni efekat EK kod 

dijabetičnih životinja ogledao se u zaštiti eritrocita, jetre i bubrega od gliko-

oksidativnih oštećenja što je doprinelo poboljšanju njihovih funkcionalnih 

parametara. Opisani efekti EK ukazuju na značaj daljeg razjašnjavanja mehanizama 

antioksidativnog i protektivnog dejstva EK i njegovih komponenti u cilju 

potencijalnog terapijskog delovanja u dijabetesu. 
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Molecular mechanisms of the antioxidative effect of centaury 

(Centaurium erythraea Rafn) extract in the experimental model of 

diabetes in rats 

Abstract 

Centaury is traditionally used in Serbia for treating different diseases, 

including diabetes. This study aimed to elucidate the mechanisms of the 

antioxidant and protective effects of the centaury extract (CE) that preserve the 

structure and function of pancreatic β-cells and alleviate diabetic complications. 

The effects of the CE were analyzed on the experimental model of streptozotocin 

(STZ)-induced diabetic rats and in Rin-5F β-cells exposed to oxidative stress after 

exposure to hydrogen peroxide, sodium nitroprusside or STZ. The CE exhibited an 

anti-diabetic effect, observed as a decrease in hyperglycemia and glycohemoglobin 

concentration, an improved lipid status, and as increased insulin level in the 

circulation of diabetic rats. These effects can be attributed to the detected impact 

of the CE on the preservation of the structure of the islets of Langerhans, and on 

the increase in insulin producing β-cell mass. The antioxidant effect of the CE on β-

cells was manifested as a reduction in oxidative damage, changed activities and 

expression of antioxidant enzymes, CAT, SOD, GPx and GR, and as a readjustment 

of the activities of redox-sensitive factors, NFκB, Nrf-2, Sp1, FOXO3A, involved in 

the regulation of gene transcription of antioxidant enzymes. Additional 

contributions of the CE to improved β-cell survival and insulin 

secretion/expression were achieved by the fine-tuning of the activities of Akt, ERK 

and p38 kinases and transcription regulators, PDX-1 and MafA. The antioxidant 

effect of the CE in diabetic animals was also reflected on increased protection of 

erythrocytes, liver and kidneys from glyco-oxidative damage, which contributed to 

the improvement of their functional parameters in diabetic rats. The described 

effects of the CE point to the importance of further clarification of the mechanisms 

of the antioxidant and general protective effects of the CE and its components in 

view of its potential use for therapeutic intervention in diabetes. 
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Lista skraćenica:  

 

•O2- superoksid anjon 

AGE krajnji proizvodi glikacije, eng. advanced glycation end products 

ALA alfa lipoinska kiselina 

ALT alanin aminotransferaza 

ARE antioksidativni regulatorni element, eng. antioxidant response 

element 

AST aspartat aminotransferaza 

BUN azot uree u krvi, eng. blood urea nitrogen 

CAT katalaza 

cDNK komplementarna DNK, eng. complementary DNA 

CML N(ε)-(karboksimetil)lizin 

CoQ10 koenzim Q10 

CTGF eng. connective tissue growth factor 

CuZnSOD bakar-cink superoksid dismutaza 

DAG diacil glicerol 

DN dijabetesna nefropatija 

DNK dezoksiribonukleinska kiselina 

DPPH• 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal 

DT1 dijabetes tipa 1 

DT2 dijabetes tipa 2 

EGK ekvivalenti galne kiseline 

EK ekstrakt kičice 

EKV ekvivalenti kvercetina 

ELISA enzimski imunoesej, eng. enzyme linked immunossorbent assay 

ERE elektrofilni regulatorni element, eng. electrophile response element 

ERK kinaza aktivirana vanćelijskim signalima, eng. extracellular signal-

regulated kinase 

FAD flavin adenin dinukleotid 

FC Folin Ciocalteu reagens 

FOXO FoxO proteini, eng. forkhead box O 



 
 

GAPDH gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 

GDM gestacioni dijabetes 

GLUT glukozni transporter 

GlyHb glikozilovani hemoglobin 

GPx glutation peroksidaza 

GR glutation reduktaza 

GSH redukovani glutation 

GSIS sekrecija insulina stimulisana glukozom, eng. glucose-stimulated 

insulin secretion 

GSSG oksidovani glutation 

GSSP S-glutationilovani protein 

H2O2 vodonik peroksid 

Hb hemoglobin 

HbFe2+O2 oksigenisana forma hemoglobina 

HbFe3+ methemoglobin 

HBP put biosinteze heksozamina, eng. hexosamine biosynthesis pathway 

HO• hidroksil radikal 

HOCl hipohlorna kiselina 

HOO• hidroperoksil radikal 

HRP peroksidaza rena, eng. horseradish peroxidase 

IDF Međunarodna federacija za dijabetes, eng. International Diabetes 

Federation 

IFN interferon 

IKK kinaza koja fosforiliše IκB 

IL interleukin 

iRNK informaciona RNK 

IκB inhibitorni protein κB, eng. inhibitor of κB 

JNK c-Jun N-terminalna kinaza 

Keap1 Keap1 protein, eng. Kelch-like ECH-associated protein 1 

LDL lipoprotein male gustine, eng. low-density lipoprotein 

LOO• lipidni peroksid 



 
 

MafA MafA protein, eng. musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog A 

MAPK protein kinaza aktivirana mitogenom, eng. mitogen activated 

protein kinase 

MDA malondialdehid 

MnSOD mangan superoksid dismutaza 

NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NAFLD nealkoholna masna jetra, eng. non-alcoholic fatty liver disease 

NFκB nuklearni faktor-κB 

NO• azot oksid 

NOS azot oksid sintaza 

NOX NAD(P)H oksidaza 

Nrf-2 Nrf-2 protein, eng. nuclear factor-erythroid-2-related factor 2 

OGA N-acetil-glukozaminidaza (O-GlcNAza) 

OGT O-GlcNAc (β-vezani N-acetilglukozamin) transferaza 

ONOO- peroksinitrit 

PARP poli(ADP-ribozil) polimeraza 

PDX-1 PDX-1 protein, eng. pancreatic and duodenal homeobox factor-1 

PKC protein kinaza C 

PUFA polinezasićene masne kiseline, eng. polyunsaturated fatty acids 

RAGE receptor za AGE 

RNK ribonukleinska kiselina 

RNS reaktivne vrste azota, eng. reactive nitrogen species 

ROO• peroksil radikal 

ROS reaktivne vrste kiseonika, eng. reactive oxygen species 

SDS natrijum dodecil sulfat 

SMK slobodne masne kiseline 

SNP natrijum nitroprusid, eng. sodium nitroprusside 

SOD superoksid 

Sp1 Sp1 protein, eng. specificity protein 1 

SRM SRM analiza, eng. selected reaction monitoring 

SSA sulfosalicilna kiselina 



 
 

STZ streptozotocin 

TBA tiobarbiturna kiselina 

TBARS reaktivne vrste tiobarbiturne kiseline, eng. thiobarbituric acid 

reactive substances 

TEA trietanol amin 

TFC sadržaj ukupnih flavonoida 

TG trigliceridi 

TGF-β transformišući faktor rasta β, eng. transforming growth factor β 

TNF-α nekrozni faktor tumora α 

TPC sadržaj ukupnih fenola 

UDP-GlcNAc uridin difosfat N-acetilglukozamin 

VLDL lipoprotein veoma male gustine, eng. very-low-density lipoprotein 

α2M α2 makroglobulin 
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1. UVOD 

1.1. Dijabetes 

Dijabetes (lat. diabetes mellitus) predstavlja skup metaboličkih promena 

koje karakteriše povišena koncentracija glukoze u krvi (hiperglikemija) usled 

poremećaja u sekreciji i/ili biološkom dejstvu hormona insulina (American 

Diabetes Association, 2014). Insulin je hormon koji se sintetiše u β-ćelijama 

pankreasa i ima glavnu ulogu u regulaciji koncentracije glukoze u krvi. 

Nekontrolisana hiperglikemija vremenom dovodi do oštećenja mnogih tkiva i 

organa, kao što su retina, bubreg, jetra, periferni nervi, srce i krvni sudovi, što vodi 

ka razvoju komplikacija i povećava rizik od prevremene smrti. 

Visoka učestalost i rasprostranjenost bolesti svrstavaju dijabetes u jedno od 

četiri najčešćih nezaraznih oboljenja. Prema podacima Međunarodne federacije za 

dijabetes (eng. International Diabetes Federation, IDF) u svetu je 2017. godine bilo 

oko 425 miliona odraslih osoba (starosti od 20 do 79 godina) obolelih od 

dijabetesa, od čega je gotovo 50% bez postavljene dijagnoze (Cho i sar., 2018). U 

našoj zemlji, prema podacima Instituta za javno zdravlje “Dr Milan Jovanović 

Batut”, ima oko 750000 obolelih osoba (Registar za dijabetes u Srbiji, 2016). 

Procenjuje se da će se do 2045. godine broj obolelih od dijabetesa u svetu povećati 

na 629 miliona, pri čemu se najveći porast broja obolelih očekuje u zemljama u 

razvoju. Veliki broj osoba obolelih od dijabetesa iziskuje i znatne troškove lečenja. 

Na godišnjem nivou se za direktne troškove lečenja dijabetesa potroši preko 727 

milijardi dolara (Cho i sar., 2018). Međutim, i pored toga, aktuelna terapija 

dijabetesa ne daje odgovarajuće rezultate i godišnje u svetu od dijabetesa umire 

blizu četiri miliona ljudi. U našoj zemlji dijabetes je treći vodeći uzrok smrtnosti i 

na godišnjem nivou se registruje oko 3000 umrlih od dijabetesa ili njegovih 

komplikacija (Institut za javno zdravlje Srbije "Dr Milan Jovanović Batut”, 2018). 

,#_ENREF_176


2 
 

1.1.1. Tipovi dijabetesa i prateći patofiziološki procesi  

Na osnovu patofizioloških procesa koji se nalaze u osnovi razvoja dijabetesa 

razlikuju se četiri osnovne kategorije bolesti: dijabetes tipa 1, dijabetes tipa 2, 

gestacioni dijabetes i specifični oblici dijabetesa. 

Dijabetes tipa 1 (DT1), koji pogađa oko 10% obolelih od dijabetesa, nastaje 

kao posledica selektivnog autoimunog razaranja β-ćelija pankreasa i karakteriše se 

delimičnim ili potpunim izostankom sinteze i sekrecije insulina (International 

Diabetes Federation, 2017). Autoimuni proces je posredovan CD4+ i CD8+ T 

ćelijama i makrofagama koje infiltriranjem u β-ćelije pankreasa dovode do razvoja 

hronične inflamacije – insulitisa. Ovaj tip dijabetesa se može razviti u bilo kom 

životnom dobu ali je najčešći kod dece i adolescenata, a osobe kod kojih dolazi do 

razvoja DT1 imaju genetičku predispoziciju za razvoj autoimunih poremećaja. U 

kombinaciji sa još uvek nedovoljno razjašnjenim faktorima iz spoljašnje sredine, 

kod predisponiranih osoba se pokreće niz imunoloških reakcija koje rezultuju 

selektivnim narušavanjem strukture β-ćelija pankreasa. U trenutku 

dijagnostikovanja bolesti, u cirkulaciji obolelih osoba se u 85-90% slučajeva mogu 

detektovati autoantitela na ćelije Langerhansovih ostrvaca, na insulin, 

dekarboksilazu glutaminske kiseline, kao i autoantitela na tirozin fosfataze IA-2 i 

IA-2β (American Diabetes Association, 2014). Kod određenog broja osoba sa 

dijagnozom DT1 proces destrukcije β-ćelija nije posredovan autoimunom 

reakcijom (Maldonado i sar., 2003). Ovaj podtip dijabetesa je označen kao 

idiopatski dijabetes tipa 1 i najčešće se javlja kod osoba afro-američkog i azijskog 

porekla. Osobama obolelim od DT1 neophodna je terapija insulinom kako bi se 

regulisala koncentracija glukoze u krvi, ali i pored redovne terapije kod obolelih 

dolazi do razvoja komplikacija. 

 Dijabetes tipa 2 (DT2) je najčešći tip ove bolesti (85-90% obolelih) i nastaje 

usled poremećaja u sekreciji i biološkom dejstvu insulina – razvoju insulinske 

rezistencije. Iako se DT2 najčešće razvija kod osoba starijih od 40 godina, uočen je 

porast incidence bolesti kod mlađih osoba i adolescenata (Danaei i sar., 2011). S’ 

obzirom da se hiperglikemija razvija postepeno i u početnom stadijumu oboleli ne 

primećuju klasične simptome bolesti, DT2 često ostaje nedijagnostikovan po 



3 
 

nekoliko godina (American Diabetes Association, 2014). Osobama obolelim od 

DT2, u ranoj fazi, nije potrebna terapija insulinom, već se održavanje koncentracije 

glukoze u krvi može postići korekcijom ishrane, pojačanom fizičkom aktivnošću i 

upotrebom odgovarajućih lekova sa hipoglikemijskim dejstvom. I ovaj tip 

dijabetesa karakteriše progresivni gubitak β-ćelija ali je, za razliku od DT1 gde je u 

trenutku dijagnostikovanja bolesti broj β-ćelija umanjen za 70-90%, masa β-ćelija 

redukovana za 25-50% (Kloppel i sar., 1985). Iako se dugo vremena smatralo da 

autoimuni odgovor nije uključen u proces gubitka β-ćelija u DT2 (Kahn, 2003), 

novije studije su dokazale prisustvo ćelija imunog odgovora u pankreasu osoba 

obolelih od DT2 (Boni-Schnetzler i sar., 2008; Donath i sar., 2008). Brooks-Worrell 

i Palmer (2012) ukazuju na to da je autoimuna reakcija uključena u patogenezu 

DT1 i DT2, ali da se u slučaju DT1 autoimuna reakcija pokreće u odgovoru na 

faktore iz spoljašnje sredine dok je u slučaju DT2 pokretač hronična inflamacija 

usled gojaznosti i poremećenog metabolizma. 

Gestacioni dijabetes (GDM) je čest poremećaj u trudnoći i definisan je kao 

dijabetes koji se javlja ili prvi put dijagnostikuje tokom trudnoće, najčešće između 

24. i 28. nedelje (Bellamy i sar., 2009). Poremećaj u kontroli glikemije tokom 

trudnoće može izazvati komplikacije i kod majke i kod fetusa. Simptomi GDM posle 

porođaja u većini slučajeva nestaju, ali su majke podložnije kasnijem razvoju DT2. 

U specifične tipove dijabetesa ubrajaju se oblici bolesti koji nastaju usled 

genetički uzrokovanih poremećaja u funkcionisanju β-ćelija ili poremećaja dejstva 

insulina, usled određenih bolesti egzokrinog pankreasa i nekih endokrinopatija, 

kao i tipovi dijabetesa izazvani lekovima ili virusnom infekcijom (American 

Diabetes Association, 2014). 

1.1.2. Beta ćelije pankreasa i insulin  

Pankreas je žlezda sa dvojakom funkcijom – endokrinom i egzokrinom. 

Egzokrini pankreas se sastoji od acinusa koji luče pankreasni sok u kome se nalaze 

brojni enzimi za varenje, kao što su tripsin, himotripsin, lipaza i amilaza. Endokrini 

deo pankreasa čine grupacije ćelija označene kao Langerhansova ostrvca, rasuta po 

egzokrinom delu pankreasa čineći svega 1-5% mase samog organa (Kim i Hebrok, 

2001). U okviru ostrvaca razlikuje se nekoliko tipova ćelija koje luče različite 
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hormone – β-ćelije koje luče insulin, α-ćelije (glukagon), δ-ćelije (somatostatin), PP 

ćelije (pankreatični polipeptid) i ε-ćelije (grelin), od kojih su najzastupljenije 

β-ćelije (70-80%) (Dintzis i Liggitt, 2012). 

 

Slika 1.1. Šematski prikaz anatomije pankreasa. Preuzeto i modifikovano sa: 
https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/17-9-the-endocrine-pancreas/ 

1.1.2.1. Sekrecija insulina 

Glukoza predstavlja glavni izvor energije kod kičmenjaka zbog čega je od 

ključnog značaja održavanje koncentracije glukoze u fiziološkim granicama. Nakon 

svakog obroka koncentracija glukoze u krvi raste i stimuliše sekreciju insulina koji 

pojačava proces preuzimanja glukoze i sintezu glikogena u jetri i mišićima, 

pojačava sintezu triglicerida koji se skladište u adipocitima i stimuliše sintezu 

proteina. Pored toga, insulin dodatno inhibira sekreciju glukagona čime smanjuje 

proizvodnju glukoze u jetri (Kangralkar i sar., 2010). 

Proces sekrecije insulina stimulisan glukozom (eng. glucose-stimulated 

insulin secretion – GSIS) je dvofazan i odvija se u pulsevima (Stagner i sar., 1980). 

Nakon porasta koncentracije glukoze, u prvoj fazi dolazi do brze sekrecije insulina 

koja je praćena smanjenjem nivoa oslobođenog insulina, a zatim sledi druga, 

odnosno odložena faza sekrecije koja se održava sve do uspostavljanja fiziološkog 

nivoa glukoze (Curry i sar., 1968). Iako KCl i druge nehranljive supstance koje 

izazivaju sekreciju mogu pokrenuti prvu fazu sekrecije insulina, druga faza 

sekrecije se pokreće jedino u prisustvu glukoze, što ukazuje da je druga faza 

energetski zavisan proces (Rorsman i sar., 2000). 
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Glukoza ulazi u β-ćelije olakšanom difuzijom posredstvom GLUT-2 

transportera glukoze visokog kapaciteta i niskog afiniteta (Newgard i McGarry, 

1995). Unutar β-ćelija, enzim glukokinaza koja deluje kao senzor za glukozu i ima 

ključnu ulogu u GSIS (Matschinsky, 1996), fosforiliše glukozu prevodeći je u 

glukozo-6-fosfat. Fosforilisana glukoza se u β-ćelijama dalje metaboliše u procesu 

glikolize pri čemu nastaju piruvat, N DH i  TP. Piruvat i N DH se dalje metabolišu 

u mitohondrijama kroz Krebsov ciklus (piruvat) i elektron-transportni lanac 

(N DH) pri čemu takođe nastaje  TP. Porast  TP/ DP odnosa dovodi do 

zatvaranja ATP senzitivnih K+ kanala (KATP), depolarizacije membrane i otvaranja 

voltažno zavisnih kanala za Ca2+. Porast koncentracije Ca2+ u ćeliji dovodi do 

spajanja sekretornih granula koje sadrže insulin sa ćelijskom membranom i 

oslobađanja insulina u cirkulaciju (Rorsman i Renstrom, 2003). 

Dvofazna sekrecija insulina omogućena je zahvaljujući tome što se unutar 

β-ćelija razlikuju dve grupe granula koje sadrže insulin – granule usidrene na 

membrani (RRP granule, eng. readily releasable pool) i rezervne granule (> 95% 

svih granula) koje se nalaze u citoplazmi (Aizawa i Komatsu, 2005; Straub i Sharp, 

2004). Prva faza oslobađanja insulina omogućena je brzom fuzijom RRP granula sa 

ćelijskom membranom dok su rezervne granule odgovorne za drugu fazu sekrecije. 

Tokom trajanja prve faze rezervne granule se hemijski modifikuju i zamenjuju RRP 

granule u procesu označenom kao mobilizacija granula, a koji uključuje jedan ili 

nekoliko ATP zavisnih reakcija (Parsons i sar., 1995). 
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Slika 1.2. Mehanizam dvofazne sekrecije insulina stimulisane glukozom. Preuzeto i 
modifikovano iz (Lazo-de-la-Vega-Monroy i Fernandez-Mejia, 2011) 

1.1.2.2. Regulatori ekspresije i sekrecije insulina u β-ćelijama 

Regulatorni proteini u β-ćelijama deluju udruženo i formiraju 

transkripcionu mrežu koja reguliše ne samo ekspresiju gena za insulin već i 

ekspresiju gena za proteine uključene u regulaciju ekspresije gena za insulin i 

sekrecije insulina i tako uspostavljaju i održavaju fenotip i funkciju β-ćelija (Lazo-

de-la-Vega-Monroy i Fernandez-Mejia, 2009). Neki od tih regulatornih faktora su 

PDX-1, HNF4α, MafA, FOXA2 i NeuroD. 

PDX-1 (eng. pancreatic and duodenal homeobox factor-1, poznat i kao IDX-1, 

STF-1 ili IPF1) pripada velikoj familiji proteina sa homeodomenom (HD) i ima 

ključnu ulogu u razvoju pankreasa, diferencijaciji β-ćelija i održavanju funkcije 

zrelih β-ćelija (Kaneto i sar., 2008). PDX-1 je eksprimiran u prekursorskim ćelijama 

tokom razvoja pankresa, dok je u razvijenom pankreasu njegova ekspresija 

ograničena samo na β-ćelije. Homozigotni PDX-1 (-/-) miševi nemaju pankreas i 

nakon rođenja razvijaju smrtonosnu hiperglikemiju (Jonsson i sar., 1994), što 

ukazuje na ključnu ulogu koju PDX-1 ima u nastajanju endokrinog i egzokrinog 

pankreasa. Gubitak funkcije PDX-1 dovodi do nepravilnog razvoja pankreasa kod 
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čoveka i miševa (Stoffers i sar., 1997). Diferencijacija β-ćelija i održavanje njihovog 

fenotipa takođe zahteva PDX-1. U zrelim β-ćelijama, PDX-1 aktivira ekspresiju gena 

za insulin i drugih gena uključenih u odgovor na glukozu i njen metabolizam, kao 

što su GLUT-2 i glukokinaza (Waeber i sar., 1996; Watada i sar., 1996). Za 

održavanje normalne homeostaze glukoze potrebna je i dovoljna količina PDX-1. 

Heterozigotni PDX-1 (+/-) miševi su neosetljivi na glukozu a u ostrvcima takvih 

miševa je pojačan proces apoptoze što smanjuje veličinu i narušava građu ostvaca 

(Brissova i sar., 2002; Johnson i sar., 2003). 

MafA (eng. musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A), koji 

pripada grupi bLZ (eng. basic-leucine zipper) transkripcionih regulatora, 

eksprimira se isključivo u β-ćelijama pankreasa i deluje kao snažan transaktivator 

ekspresije gena za insulin (Kaneto i sar., 2009). Za razliku od PDX-1, koji se 

eksprimira još u ranoj fazi razvoja pankreasa, ekspresija Maf  se pokreće u 

završnoj fazi diferencijacije β-ćelija. Miševi kod kojih je uklonjen gen za MafA (-/-) 

su netolerantni na glukozu i razvijaju dijabetes (Zhang i sar., 2005). Iako se 

ekspresija insulina ne menja, sekrecija insulina stimulisana glukozom, argininom i 

KCl-om je poremećena kod ovih miševa, što ukazuje da je Maf  važan regulator 

GSIS procesa. Takođe, kod Maf  (-/-) miševa vremenom dolazi do narušavanja 

strukture i funkcije Langerhansovih ostrvaca (Zhang i sar., 2005). 

1.1.2.3. Regulacija mase β-ćelija 

Za održavanje normalne sinteze i sekrecije insulina, pored pravilnog 

funkcionisanja β-ćelija, potrebna je i njihova dovoljna masa koja je određena 

brojem i veličinom β-ćelija. Ukupna masa β-ćelija progresivno se povećava tokom 

fetalnog, neonatalnog i perioda rasta organizma, dostiže svoj maksimum tokom 

odraslog doba i postepeno opada sa starenjem (Ackermann i Gannon, 2007). 

Za povećanje i održavanje mase β-ćelija odgovorni su procesi neogeneze 

(formiranje novih od prekursorskih ćelija), proliferacije (replikacija ćelija), 

hipertrofije (povećanje veličine ćelija) i apoptoze (ćelijska smrt). Iako su 

progenitori β-ćelija identifikovani u pankreasu (Bonner-Weir i sar., 2008; Xu i sar., 

2008), za povećanje mase β-ćelija tokom postnatalnog i odraslog doba odgovorni 

su procesi proliferacije i hipertrofije (Ackermann i Gannon, 2007). Brojni faktori 
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stimulišu povećanje mase β-ćelija, kao što su glukoza, slobodne masne kiseline i 

faktori rasta, uključujući peptid sličan glukagonu (GLP-1), insulinotropni 

polipeptid zavisan od glukoze (GIP), hormon rasta, faktor rasta sličan insulinu 

(IGF-1), prolaktin, epidermalni faktor rasta (EGF), gastrin i insulin. Faktori rasta 

ostvaruju svoj efekat na rast β-ćelija aktivacijom odgovarajućih membranskih 

receptora i pokretanjem signalnih puteva unutar β-ćelija (Rhodes, 2000). 

Brojne studije su pokazale autokrino dejstvo insulina na funkcionisanje i 

preživljavanje β-ćelija (Aikin i sar., 2006; Navarro-Tableros i sar., 2004; Xu i 

Rothenberg, 1998). Kod čoveka, insulin pozitivno utiče na transkripciju insulina i 

na proliferaciju β-ćelija (Persaud i sar., 2008). Vezivanjem insulina za 

transmembranski receptor za insulin (IR) koji ima tirozin-kinaznu aktivnost dolazi 

do autofosforilacije receptora i regrutovanja adapternih proteina, kao što su IRS 

(eng. insulin receptor substrate) i SHC (eng. Src homologous collagen-like) koji 

podležu fosforilaciji na tirozinskim grupama. Nakon fosforilacije ovi proteini preko 

svojih SH2 domena interaguju sa signalnim molekulima i aktiviraju brojne signalne 

puteve, uključujući PI3K/Akt i MAPK (eng. mitogen activated protein kinase) 

signalne puteve (White, 2003). Akt je serin/treonin kinaza koja reguliše ćelijsko 

preživljavanje, proliferaciju, rast i metabolizam preko fosforilacije različitih 

proteina, kao što su GSK3, FOXO i CREB (Song i sar., 2005). Pokazano je da 

pojačana ekspresija aktivne  kt kinaze u β-ćelijama transgenih miševa povećava 

proliferaciju, neogenezu i veličinu β-ćelija (Bernal-Mizrachi i sar., 2001; Tuttle i 

sar., 2001). Usled povećane mase β-ćelija povećava se sekrecija insulina i takvi 

miševi su rezistentni na razvoj dijabetesa indukovanog streptozotocinom. Sa druge 

strane, smanjenje aktivnosti Akt za 80% usled prekomerne ekspresije neaktivne 

forme kinaze (eng. kinase-dead mutant) u β-ćelijama dovodi do poremećaja u 

sekreciji insulina (Bernal-Mizrachi i sar., 2004). 

M P kinaze predstavljaju veliku familiju serin/treonin specifičnih 

proteinskih kinaza koje se aktiviraju u odgovoru na vanćelijske stimuluse. Utičući 

na aktivnost regulatornih proteina gena, M PK su uključene u proliferaciju i 

diferencijaciju ćelija i ćelijskom odgovoru na stres (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

Tri najvažnije grupe M P kinaza su p38 kinaze, kinaze aktivirane vanćelijskim 

signalima (eng. extracellular signal-regulated kinase – ERK), kao što su ERK1 i 
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ERK2, i c-Jun N-terminalna kinaza (JNK).  ktivacija ERK1/2 kinaza reguliše rast i 

diferencijaciju ćelija i sintezu proteina (Kahn i sar., 2006). U β-ćelijama insulin 

aktivira ERK1/2 posredno preko aktivacije Ras proteina koji fosforiliše i aktivira 

Raf-1 protein koji dalje preko MEK1/2 kinaza aktivira ERK1/2. Glukoza i drugi 

nutrijenti takođe aktiviraju ERK1/2 u β-ćelijama preko Ras-Raf-1 puta ali je, za 

razliku od aktivacije insulinom koja ne zavisi od kalcijuma, aktivacija ERK1/2 

glukozom zavisna od kalcijuma (Arnette i sar., 2003). ERK kinaza u β-ćelijama 

učestvuje u regulaciji ekspresije gena za insulin. Izlaganje β-ćelijama glukozi u 

kraćem vremenskom intervalu (do 6h) povećava transkripciju gena za insulin dok 

duže izlaganje β-ćelija povišenoj koncentraciji glukoze (48h i više) dovodi do 

inhibicije promotora gena za insulin. Oba ova procesa su zavisna od aktivnosti 

ERK1/2 kinaze (Lawrence i sar., 2008). Kinaze p38 (p38α (M PK14), p38β 

(M PK11), p38γ (M PK12), p38δ (S PK4)) zajedno sa JNK kinazom učestvuju u 

odgovoru na različite stimuluse, kao što su citokini, UV zračenje, toplotni stres, 

oksidativni stres i regulišu procese ćelijske diferencijacije i apoptoze (Halliwell i 

Gutteridge, 2015). Inhibicija aktivnosti p38 kinaze u MIN6 β-ćelijama smanjuje 

ugradnju 5-bromo-2’-dezoksiuridina u molekul DNK što ukazuje na ulogu p38 

kinaze u proliferaciji β-ćelija (Burns i sar., 2000). 

1.2. Oksidativni stres u dijabetesu 

Različiti faktori kao što su autoimuna reakcija, inflamacija, 

hiperglikemija/glukotoksičnost, lipotoksičnost, adipokini, inkretini i insulinska 

rezistencija dovode do progresivnog propadanja β-ćelija u dijabetesu 

(Wajchenberg, 2007). Brojne kliničke i eksperimentalne studije pokazale su da je 

oksidativni stres jedan od zajedničkih mehanizama preko kojeg ovi faktori 

narušavaju strukturu i funkciju β-ćelija pankreasa i dovode do razvoja 

komplikacija u dijabetesu (Robertson, 2004; Valko i sar., 2007).  

1.2.1. Oksidativni stres 

Kiseonik je jedan od najzastupljenijih i najbitnijih hemijskih elemenata za 

sve oblike života na Zemlji. Dvoatomska forma kiseonika u atmosferi (O2) i 
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troatomska alotropska modifikacija u stratosferi (O3 – ozon) omogućavaju 

opstanak živih organizama (Kohen i Nyska, 2002). Kiseonik ima visoki redoks 

potencijal što ga čini odličnim oksidujućim sredstvom koje lako prima elektrone od 

redukujućih supstrata. Međutim, pored pozitivnih efekata, prisustvo kiseonika u 

biološkim sistemima može imati i negativne posledice. Zbog toga se kiseonik često 

označava i kao Janus gas (Janus – rimski bog sa dva lica), ili nužno zlo. Postojanje 

koncepta tzv. kiseoničnog paradoksa koji obuhvata dva ekstremna fiziološka 

spektra – od esencijalnog do toksičnog – omogućeno je postojanjem kontrolisane 

ravnoteže između proizvodnje slobodnoradikalskih vrsta i njihovog uklanjanja, a 

narušavanje ove ravnoteže prouzrokuje oksidativni stres (Hauptmann i Cadenas, 

1997).  

Slobodni radikali predstavljaju molekule ili delove molekula koji sadrže 

jedan ili više nesparenih elektrona u atomskim ili molekulskim orbitalama usled 

čega su nestabilni i izuzetno reaktivni (Halliwell i Gutteridge, 2015). U slobodne 

radikale ubrajaju se reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS) i 

reaktivne vrste azota (eng. reactive nitrogen species, RNS). ROS uključuju 

superoksid anjon (•O2-), vodonik peroksid (H2O2), peroksil radikal (ROO•) i 

hidroksil radikal (HO•), dok se u RNS ubrajaju azot oksid (NO•) i peroksinitrit anjon 

(ONOO-). ROS i RNS nastaju kao proizvodi normalnog ćelijskog metabolizma i u 

zavisnosti od koncentracije u ćeliji mogu imati koristan ili štetan efekat (Valko i 

sar., 2006). U normalnim fiziološkim uslovima ROS i RNS su prisutni u niskim 

koncentracijama, uključeni su u brojne signalne procese u ćeliji, učestvuju u 

regulaciji ekspresije gena i ćelijskog rasta, učestvuju u odbrani od raznih 

infektivnih agenasa kao i u pokretanju mitogenog odgovora (Valko i sar., 2007). U 

velikim količinama, bilo usled njihove prekomerne proizvodnje ili usled 

narušavanja antioksidativnog sistema zaštite, slobodni radikali prouzrokuju 

oksidativna oštećenja lipida, proteina i DNK molekula što dovodi do brojnih 

patoloških stanja u organizmu i ubrzavanja procesa starenja. Pored toga što 

direktnim dejstvom oštećuju makromolekule, ROS i RNS aktiviraju brojne signalne 

puteve u ćeliji i na taj način indirektno oštećuju tkiva. Zbog toga aerobni organizmi 

moraju konstantno da održavaju ravnotežu između procesa proizvodnje slobodnih 

radikala i njihovog uklanjanja. Izlaganje egzogenim izvorima oksidanasa kao što su 
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ultraljubičasto i jonizujuće zračenje, teški metali, redoks aktivna jedinjenja, 

anoksija i hiperoksija koji povećavaju proizvodnju slobodnih radikala dodatno 

otežava održavanje redoks balansa (Carney i sar., 1991; Floyd, 1991). 

1.2.1.1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) 

Glavni izvor ROS-ova, samim tim i oksidativnog stresa u ćeliji jesu 

mitohondrije (Richter i sar., 1995). Tokom procesa proizvodnje ATP-a u 

transportnom lancu elektrona u mitohondrijama može doći do “curenja” elektrona 

koji reaguju sa kiseonikom pri čemu nastaje •O2- (Boveris, 1984). Superoksid anjon 

može nastati i redukcijom kiseonika od strane N D(P)H oksidaze (NOX) i ksantin 

oksidaze (Guzik i sar., 2002; Mehta i sar., 2006). Mali deo •O2- (~ 0,3 % od ukupne 

količine •O2-) se u citosolu ćelija može naći u protonisanoj formi označenoj kao 

hidroperoksil radikal (HOO•) a koja u živim sistemima može pokrenuti proces 

lipidne peroksidacije (Aikens i Dix, 1991; De Grey, 2002).  

Superoksid anjon radikal se u seriji spontanih ili enzimatskih reakcija koje 

čine deo antioksidativnog sistema zaštite konvertuje u druge slobodne radikale. 

Pod dejstvom superoksid dismutaze •O2- se konvertuje u H2O2. Vodonik peroksid 

nije sam po sebi slobodni radikal jer nema nesparenih elektrona, već se smatra 

reaktivnim metabolitom kiseonika. Rastvorljiv je u vodi i lako prodire kroz ćelijske 

membrane što ga čini izuzetno štetnim (Halliwell i Gutteridge, 2015). Ukoliko se ne 

neutrališe, H2O2 dovodi do degradacije hema i oslobađanja gvožđa, inaktivacije 

enzima i oksidacije molekula DNK, lipida i –SH grupa proteina (Halliwell, 2000).  

Pored toga, H2O2 predstavlja izvor HO• koji predstavlja jedan od najjačih 

poznatih oksidujućih agenasa u prirodi (Kohen i Nyska, 2002). Hidroksil radikal 

prouzrokuje oštećenja skoro svih organskih i neorganskih molekula u ćeliji, 

uključujući DNK, proteine, lipide, aminokiseline, ugljene hidrate i metale (Halliwell 

i Gutteridge, 2015). Za razliku od superoksid radikala koji su relativno stabilni, 

hidroksil radikali su kratko živeći molekuli sa poluživotom od 10-9 s pa stoga 

reaguju sa molekulima u neposrednoj blizini sa visokim afinitetom (Pastor i sar., 

2000). Glavni mehanizam kojim HO• nastaje u biološkim sistemima je 

Haber-Weiss-ova reakcija katalizovana gvožđem, koja se zasniva na Fentonovoj 

reakciji (Haber i Weiss, 1934; Liochev, 1999): 
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Slično prethodnoj reakciji, H2O2 se pod dejstvom mijeloperoksidaza i u 

prisustvu Cl- jona konvertuje u hipohlornu kiselinu (HOCl). HOCl može reagovati sa 

proteinima, lipidima, nukleinskim kiselinama i ugljenim hidratima, pri čemu 

mnoge od tih reakcija uključuju formiranje slobodnoradikalskih intermedijera, 

uključujući i HO• (Panasenko i sar., 2013). Sʼ obzirom da sve klase biomolekula 

sadrže amino grupe (–NH2), reakcija HOCl sa –NH2 grupom smatra se najvažnijom. 

Hlorinacija –NH2 grupe i posledično formiranje slobodnih radikala dovodi do 

degradacije proteina, inaktivacije enzima, denaturacije nukleinskih kiselina, 

razgradnje ugljenih hidrata i podstiče proces lipidne peroksidacije (Panasenko i 

sar., 2013). 

1.2.1.2. Reaktivne vrste azota (RNS) 

U glavne RNS spadaju azot oksid (NO•) i azot dioksid (•NO-2), kao i 

neradikalske vrste poput peroksinitrita (ONOO-) (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

Najizučavaniji od svih je NO• koji nastaje tokom oksidacije L-arginina u L-citrulin u 

reakciji koju katalizuje azot oksid sintaza (NOS) (Vincent i sar., 2000). NO• lako 

difunduje kroz membrane pa je stoga od velikog značaja u neuronalnoj 

signalizaciji. Takođe, NO• učestvuje u brojnim fiziološkim procesima, kao što su 

regulacija krvnog pritiska i regulacija imunog odgovora (Bergendi i sar., 1999). 

Osim toga, pod određenim uslovima NO• može da reaguje sa drugim 

radikalima i molekulima. Tokom zapaljenskih procesa pokrenutih oksidativnim 

stresom, nastaju NO• i •O2- koji u međusobnoj reakciji formiraju izuzetno reaktivni 

ONOO-. Iako ova reakcija smanjuje nivo •O2- i drugih ROS i doprinosi održavanju 

redoks statusa u ćeliji, protonovana forma peroksinitrita (ONOOH) može dovesti 

do deplecije sulfhidrilnih (-SH) grupa, izazvati fragmentaciju DNK molekula, 

oksidaciju lipida i proteina i nitraciju aromatičnih aminokiselinskih ostataka 

proteina (Kohen i Nyska, 2002). Takođe, u reakciji NO• sa H2O2 i HOCl mogu nastati 

i molekulski derivati (eng. nitrogen-containing molecular derivatives) kao što su 

N2O3, NO-3 i NO-2. 
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1.2.1.3. Oksidativna oštećenja biomolekula 

1.2.1.3.1. Oksidativna oštećenja molekula DNK 

Slobodni radikali, pre svih HO•, interaguju sa organskim jedinjenjima kroz 

procese adicije ili oduzimanjem atoma vodonika (H+). Adicijom na dvostruke veze 

u heterocikličnom prstenu nukleotidnih baza DNK molekula ili oduzimanjem H+ iz 

metil grupe timina nastaju radikali DNK baza koji u daljoj reakciji mogu dati 

različito modifikovane baze (Cooke i sar., 2003; Evans i sar., 2004). Radikali DNK 

baza mogu reagovati sa aromatičnim aminokiselinama u sastavu proteina, pri 

čemu dolazi do kroslinkovanja DNK i proteina (Dizdaroglu, 1998). 

Pored nukleotidnih baza, slobodni radikali mogu izazvati promene i na 

šećernoj komponenti nukleotida. Oduzimanjem H+ sa C atoma 2’-dezoksiriboze 

nastaju radikali koji, u zavisnosti od pozicije C atoma, mogu dati različite 

proizvode. Kao rezultat oksidativnog oštećenja 2’-dezoksiriboze neki modifikovani 

proizvodi se oslobađaju iz molekula DNK, neki ostaju u molekulu DNK u 

izmenjenom obliku, a mogu nastati i prekidi u DNK lancu pri čemu se modifikovani 

proizvodi mogu naći na 3’ ili 5’ kraju nastalog prekida (Evans i sar., 2004). 

Za razliku od lipida i proteina čiji se oštećeni molekuli mogu ukloniti i 

zameniti ispravnim u toku odvijanja metaboličkih procesa, oštećeni molekuli DNK 

zahtevaju aktivaciju složenog sistema za popravku DNK (Evans i sar., 2004). 

Ukoliko se ne popravi, nastalo oštećenje na DNK molekulu može izazvati promene 

u genetičkom kodu, a time i mutacije (Ames, 1989). 

1.2.1.3.2. Oksidativna oštećenja lipida – Lipidna peroksidacija 

Lipidna peroksidacija predstavlja proces oksidativnog oštećenja 

polinezasićenih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids – PUFA) u 

ćelijskim membranama. Smatra se glavnim molekularnim mehanizmom koji 

dovodi do oksidativnog oštećenja ćelijskih struktura i posledičnog umiranja ćelija 

(Repetto i sar., 2012). Lipidna peroksidacija smanjuje fluidnost membrane, 

povećava njenu propustljivost za vodu i druge supstance za koje je inače 
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nepropusna i dovodi do oštećenja membranskih proteina, inaktivacije receptora, 

enzima i transportnih proteina (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

Lipidna peroksidacija je lančana reakcija koja započinje oduzimanjem H+ sa 

metilenske (=CH2) grupe PUF  od strane jakog oksidanta kao što je HO• ili HOO• 

(Girotti, 1985). C-H veza u metilenskoj grupi je nestabilna i podložnija procesu 

oduzimanja H+ zbog prisustva susedne dvostruke veze u strukturi PUFA. Na taj 

način se formira alkil radikal masne kiseline (L•) koji se stabilizuje preuređenjem 

dvostrukih veza i formiranjem konjugovanog diena. U aerobnim uslovima, 

konjugovani dien interaguje sa kiseonikom i formira peroksil radikal (LOO•) koji se 

oduzimanjem H+ sa drugog molekula PUFA prevodi u hidroperoksid (LOOH) uz 

formiranje novog alkil radikala i propagacije lančane reakcije (Girotti, 1985). U 

prisustvu dovoljne količine kiseonika i neoksidovanih lipida, početni signal lipidne 

peroksidacije se uvećava višestruko. Do prekida lančane reakcije dolazi 

interakcijom između dva L•, dva LOO• ili između L• i LOO•. Pored toga, do prekida 

reakcije može doći interakcijom L• ili LOO• sa nelipidnim supstratima, kao što su 

polifenoli, askorbinska kiselina, glutation ili neki aminokiselinski ostaci. 

Pored toga što prouzrokuje oštećenja membrane, tokom procesa lipidne 

peroksidacije nastaju brojni aldehidi. Za razliku od slobodnih radikala, aldehidi su 

stabilni i mogu delovati kao sekundarni glasnici na mestima udaljenim od mesta 

nastanka gde dovode do oštećenja DNK i proteina (Repetto i sar., 2012). Kao 

najvažniji krajnji proizvodi lipidne peroksidacije izdvajaju se 4-hidroksinonenal 

(HNE) i malondialdehid (MD ) i određivanje njihovog nivoa se često koristi za 

utvrđivanje procesa lipidne peroksidacije (Esterbauer i Cheeseman, 1990). 

1.2.1.3.3. Oksidativna oštećenja proteina 

Izuzimajući vodu, proteini predstavljaju najzastupljeniju vrstu molekula u 

biološkim sistemima. Iz tog razloga su kod većine organizama proteini glavna meta 

oksidativnog oštećenja. Slobodni radikali na različite načine dovode do oštećenja 

aminokiselina i proteina – mehanizmi uključuju reakcije adicije, supstitucije, 

oduzimanje H+, transfer elektrona, fragmentaciju, dimerizaciju (Davies, 2012). 

Pojedina oštećenja proteina, kao što su formiranje disulfidne veze, S-nitrozilacija i 

glutationilacija su reverzibilna, dok su druga, poput oksidacije bočnih ostataka 
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aminokiselina ili isecanje peptidnih veza, ireverzibilna pa takvi proteini moraju biti 

uklonjeni i zamenjeni (Halliwell i Gutteridge, 2015). 

U reakciji slobodnih radikala sa polipeptidnom kičmom ili nekom od bočnih 

grupa aminokiselina nastaje mnoštvo proteinskih radikala koji mogu imati različite 

posledice po strukturu i funkciju proteina (Davies, 2005). Oksidativno oštećenje 

proteina može promeniti funkcionisanje receptora, antitela, proteina uključenih u 

razne signalne puteve u ćeliji, enzima, strukturnih i transportnih proteina 

(Halliwell i Gutteridge, 2015). Pored toga, oštećeni proteini mogu izazvati 

sekundarna oštećenja drugih proteina i biomolekula. Oksidativno oštećenje enzima 

uključenih u proces popravke oštećenog DNK molekula može smanjiti njihovu 

aktivnost što povećava stepen oštećenja na DNK i stopu mutacija, dok oštećenja 

DNK polimeraza smanjuju efikasnost procesa replikacije. Oksidovane ili proteine 

modifikovane aldehidima (poput MD  ili HNE) imuni sistem može prepoznati kao 

strane pa dolazi do formiranja antitela i moguće pojave autoimunog odgovora 

(Halliwell i Gutteridge, 2015). 

1.2.1.3.4. Oksidativna oštećenja biomolekula kao markeri oksidativnog stresa 

Sʼ obzirom da je oksidativni stres uključen u etiologiju mnogih bolesti, kao 

što su dijabetes, kancer, ateroskleroza i neurodegenerativna oboljenja, precizno 

merenje stepena oksidativnog oštećenja u ćeliji može biti od koristi u određivanju 

antioksidativnog tretmana u cilju odlaganja ili sprečavanja razvoja bolesti 

(Halliwell i Whiteman, 2004). Međutim, zbog kratkog poluživota i visoke 

reaktivnosti, precizno merenje nivoa ROS-ova i oksidativnog stresa je izuzetno 

teško u živim sistemima. Stoga se kao biomarkeri oksidativnog stresa često koriste 

stabilni molekuli u ćeliji koji nastaju u interakciji biomolekula sa ROS/RNS u 

uslovima oksidativnog stresa, kao i molekuli sistema antioksidativne zaštite koji se 

menjaju u odgovoru na pojačani oksidativni stres (Ho i sar., 2013). Višak ROS/RNS 

dovodi do oksidativnih promena na molekulima DNK, lipida (uključujući 

membranske fosfolipide), proteina i ugljenih hidrata, pri čemu neke od tih 

promena imaju direktan uticaj na funkciju datog molekula (npr. inhibicija 

aktivnosti enzima) koja se određuje uz pomoć odgovarajućeg eseja. Za kliničku 

upotrebu, pored funkcionalnog značaja, biomarker mora biti lako dostupan, 
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stabilan u različitim uslovima čuvanja i pripreme uzorka, a esej kojim se utvrđuje 

mora biti specifičan, dovoljno osetljiv i reproducibilan (Dalle-Donne i sar., 2005). 

1.2.2. Uloga oksidativnog stresa u narušavanju strukture i funkcije 

β-ćelija  

Beta ćelije pankreasa su naročito podložne delovanju oksidativnog stresa 

jer poseduju nizak nivo endogene antioksidativne zaštite (Lenzen i sar., 1996). U 

poređenju sa jetrom, aktivnost katalaze, glutation peroksidaze 1 i bakar-cink 

superoksid dismutaze u ostrvcima iznosi, redom, 1%, 2% i 29% (Grankvist i sar., 

1981; Tiedge i sar., 1997). Još uvek nije u potpunosti razjašnjeno zbog čega β-ćelije 

imaju tako slab sistem antioksidativne zaštite. Prema jednoj teoriji, β-ćelije su 

izgubile deo svog antioksidativnog sistema sa evolucijom mozga i placentalnih 

sisara. Naime, u stresnim uslovima, povećana količina oksidativnog stresa 

smanjuje sekreciju insulina čime se obezbeđuje dovoljna količina glukoze za mozak 

i fetus i povećava adaptivna vrednost organizma (Rashidi i sar., 2009). Pored toga, 

snižena antioksidativna aktivnost u ostrvcima omogućava sekreciju insulina, 

odnosno GSIS koji je posredovan reaktivnim vrstama kiseonika kao što je H2O2, ali 

sa druge strane, pojačani i perzistentni oksidativni stres se može negativno 

odraziti na GSIS proces i dovesti do oštećenja i propadanja β-ćelija pankreasa 

(Gerber i Rutter, 2017). 

 utoimuna destrukcija β-ćelija tokom razvoja DT1 posredovana je CD8+ i 

CD4+ T limfocitima (DiLorenzo i sar., 1998; Katz i sar., 1993). CD8+ T limfociti 

uništavaju β-ćelije oslobađanjem perforina i granzima B ili aktivacijom F S-L/FAS 

signalnog puta (Thomas i sar., 2010). Pored uloge pomoćnih ćelija, CD4+ T ćelije 

oslobađaju brojne inflamatorne citokine, kao što su interleukin (IL)-1, nekrozni 

faktor tumora (TNF)-α i interferon (IFN)-γ, koji pokreću produkciju ROS i RNS 

vrsta u β-ćelijama (Lortz i sar., 2000; Suarez-Pinzon i sar., 1996). CD4+ T ćelije 

takođe privlače i aktiviraju makrofage (Cantor i Haskins, 2007) koje oslobađanjem 

NO• i •O2- dodatno doprinose povećanju nivoa slobodnih radikala i oštećenju 

β-ćelija. Hronična sistemska inflamacija u DT2 prouzrokuje pojačanu proizvodnju 

citokina koji putem opisanih mehanizama narušavaju funkciju β-ćelija i smanjuju 

njihovu vijabilnost (Butler i sar., 2003; Sakuraba i sar., 2002). Takođe, hronično 
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izlaganje povećanoj koncentraciji glukoze (glukotoksičnost) prouzrokuje brojne 

štetne efekte, uključujući i proizvodnju ROS i RNS vrsta. Glukotoksičnost i 

lipotoksičnost su od velikog značaja u procesu razvoja DT2 jer β-ćelije 

preživljavaju duži vremenski period u uslovima povećane koncentracije glukoze i 

slobodnih masnih kiselina koje doprinose sporom propadanju β-ćelija (Drews i 

sar., 2010). Usled povećane koncentracije glukoze pojačan je proces oksidativne 

fosforilacije što uzrokuje poremećaj funkcionisanja mitohondrija i proizvodnju 

ROS-ova (Tanaka i sar., 1999). Hronična hiperglikemija izaziva stres 

endoplazmatičnog retikuluma (ER stres) koji pojačava poizvodnju ROS-ova, a koji 

povratnom spregom pojačavaju ER stres što dodatno doprinosi poremećaju 

proizvodnje insulina i umiranju β-ćelija (Kaufman i sar., 2010; Leibowitz i sar., 

2010). Imajući u vidu navedeno, povećanje antioksidativnog kapaciteta β-ćelija 

može predstavljati dobar terapeutski pristup u cilju smanjenja oksidativnog stresa 

i povećanja funkcionalnosti β-ćelija. 

1.2.3. Uloga oksidativnog stresa u razvoju komplikacija u dijabetesu 

Hiperglikemija i oksidativni stres su usko povezani i predstavljaju važne 

posrednike u razvoju komplikacija u dijabetesu. Glavni izvor ROS-ova u uslovima 

hiperglikemije je autooksidacija glukoze (Wolff i Dean, 1987). Kao enediol, glukoza 

se u reakciji zavisnoj od prelaznih metala oksiduje do enediol anjon radikala koji se 

dalje konvertuje u reaktivne ketoaldehide i •O2-. Ovako nastali •O2- može dovesti do 

peroksidacije lipoproteina male gustine (engl. low-density lipoprotein; LDL) što 

dodatno proizvodi još slobodnih radikala (Tsai i sar., 1994). Takođe, u uslovima 

hiperglikemije povećana je proizvodnja •O2- od strane transportnog lanca 

elektrona u mitohondrijama (Du i sar., 2000; Nishikawa i sar., 2000). Pored toga, 

hiperglikemija preko aktivacije NFκB transkripcionog faktora povećava ekspresiju 

NOX i inducibilne NO sintaze (iNOS) i proizvodnju •O2- i NO• (Spitaler i Graier, 

2002) koji u međusobnoj interakciji formiraju ONOO-. Peroksinitrit oštećuje 

molekul DNK uvođenjem jednolančanih prekida što predstavlja stimulus za 

aktivaciju poli(ADP-ribozil) polimeraze (PARP) (Garcia Soriano i sar., 2001). 

Nakon vezivanja za oštećeni DNK molekul P RP formira homodimer i katalizuje 

isecanje NAD+ do nikotinamida i ADP-riboze, koju dalje koristi za formiranje 
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poli(ADP-ribozil) polimera koji se kovalentno vezuju za proteine (Virag i Szabo, 

2002). Procesu poli(ADP-ribozil)acije, između ostalih, podleže i gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaza (GAPDH), enzim koji u procesu glikolize katalizuje konverziju 

gliceraldehid-3-fosfata u 1,3-difosfoglicerat. Poli(ADP-ribozil)acija GAPDH enzima 

smanjuje njegovu aktivnost (Du i sar., 2000) čime dolazi do akumulacije 

glikolitičkih intermedijera uzvodno od G PDH (glukoza → glukozo-6-fosfat → 

fruktozo-6-fosfat → fruktozo-1,6-difosfat → gliceraldehid-3-fosfat i 

dihidroksiaceton fosfat). To dovodi do pojačane aktivnosti nekoliko važnih 

biosintetskih puteva, kao što su put poliola, proces glikacije (neenzimatske 

glikozilacije proteina), put heksozamina i diacil glicerol (DAG)-protein kinaza C 

(PKC) signalni put, koji dodatno pojačavaju proizvodnju slobodnih radikala i 

dovode do oštećenja tkiva i razvoja komplikacija u dijabetesu. 

 

Slika 1.3. Povećana proizvodnja superoksid anjon radikala i azot oksida u uslovima 
hiperglikemije smanjuje aktivnost GAPDH i aktivira četiri biosintetska puta koji 
dovode do oštećenja tkiva i razvoja komplikacija u dijabetesu. AR – aldehid 
reduktaza; SDH – sorbitol dehidrogenaza; GFAT – glutamin-fruktozo-6-fosfat 
aminotransferaza. Preuzeto i modifikovano iz (Brownlee, 2001). 

Poliol put je dvostepeni put konverzije glukoze u fruktozu. Aldehid 

reduktaza (AR) najpre, uz učešće nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) 

kao kofaktora, redukuje glukozu do sorbitola koji se oksiduje do fruktoze 

posredstvom sorbitol dehidrogenaze uz učešće kofaktora N D+ (Chung i sar., 
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2003). Aldehid reduktaza ima nizak afinitet prema glukozi i pri fiziološkim 

koncentracijama se mali procenat glukoze metaboliše na ovaj način. Međutim, u 

uslovima hiperglikemije oko 30% glukoze se usmerava kroz put poliola (Cheng i 

Gonzalez, 1986). Aktivnost aldehid reduktaze značajno smanjuje količinu N DPH 

koji predstavlja i supstrat za glutation reduktazu koja regeneriše pul glutationa 

(GSH), najznačajnijeg neenzimskog antioksidansa u ćeliji. Na taj način pojačana 

aktivnost aldehid reduktaze u uslovima hiperglikemije umanjuje antioksidativni 

kapacitet ćelije. Pojačana aktivnost sorbitol dehidrogenaze takođe predstavlja 

izvor ROS vrsta jer se tokom oksidacije sorbitola do fruktoze NAD+ konvertuje u 

NADH koji predstavlja supstrat za NOX enzim koji redukuje kiseonik do •O2- (Morre 

i sar., 2000).  

Glikacija predstavlja neenzimatsku reakciju između redukujućih šećera 

uključujući glukozu sa jedne strane i proteina, lipida ili nukleinskih kiselina sa 

druge strane (Ahmed, 2005). Proces glikacije započinje formiranjem nestabilnih 

Šifovih baza koje se prevode u stabilne  madori proizvode (Paul i Bailey, 1996). 

 kumulacija velike količine  madori proizvoda dovodi do njihovog daljeg 

rearanžmana i kroslinkovanja čime nastaje heterogena grupa molekula označena 

kao krajnji proizvodi glikacije (eng. advanced glycation end products, AGEs). 

Prekursori AGE-ova mogu nastati autooksidacijom glukoze do glioksala unutar 

ćelije (Wells-Knecht i sar., 1995), razgradnjom Amadori proizvoda (1-amino-1-

deoksifruktozolizin) do 3-dezoksiglukozona i fragmentacijom gliceraldehid-3-

fosfata i dihidroksiaceton fosfata do metilglioksala (Thornalley, 1990). Glioksal, 

metilglioksal i 3-dezoksiglukozon su veoma reaktivni molekuli i dovode do 

kroslinkovanja proteina (Ahmed, 2005). Povećana proizvodnja prekursora 

AGE-ova u ćeliji oštećuje ćelije i tkiva preko tri mehanizma: kovalentna 

modifikacija unutarćelijskih proteina prekursorima  GE-ova menja funkciju 

proteina; modifikacija proteina vanćelijskog matriksa utiče na međusobnu 

interakciju proteina i na njihove interakcije sa integrinskim receptorima; proteini 

plazme modifikovani prekursorima AGE-ova se vezuju za odgovarajuće receptore 

za AGE-ove (R GE) na membrani endotelijalnih i mezangijalnih ćelija i makrofaga i 

pokreću proizvodnju ROS-ova (Goldin i sar., 2006). Takođe,  GE-RAGE interakcija 

dovodi do aktivacije transkripcionog faktora NFκB što uzrokuje patološke 
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promene u ekspresiji gena (Brownlee, 2001). Akumulacija AGE-ova je povećana u 

dijabetesu i u velikoj meri doprinosi razvoju ateroskleroze, hipertenzije i 

komplikacija u dijabetesu (Brownlee, 1995). 

Zbog povećane količine dihidroksiaceton fosfata u uslovima hiperglikemije 

povećana je koncentracija D G-a. Dihidroksiaceton fosfat se redukuje do 

glicerol-3-fosfata koji naknadno povećava de novo sintezu DAG-a (Xia i sar., 1994). 

Povećana koncentracija D G-a aktivira PKC, familiju serin/treonin protein kinaza 

uključenih u kontrolu funkcije brojnih proteina (Geraldes i King, 2010). Familija 

PKC se sastoji od nekoliko izoformi koje svoje dejstvo ostvaruju u različitim 

biološkim sistemima (Steinberg, 2008). Fosfatidilserin, kalcijum i DAG ili forbol 

estri aktiviraju konvencionalne PKC (PKC-α, PKC-β1, PKC-β2 i PKC-γ), grupu novih 

PKC (PKC-δ, -ε, -θ i –η) aktiviraju fosfatidilserin, D G ili forbol estri, dok su 

netipične PKC (PKC-ζ i ι/λ) neosetljive na kalcijum, D G ili forbol estre(Geraldes i 

King, 2010). Takođe, PKC se mogu aktivirati preko H2O2 nezavisno od lipidnih 

sekundarnih glasnika (Konishi i sar., 1997) i preko •O2- koji nastaje u 

mitohondrijama u uslovima hiperglikemije (Nishikawa i sar., 2000). Aktivacija 

različitih izoformi PKC u dijabetesu uzrokuje poremećaje u funkcionisanju 

endotela, propustljivosti krvnih sudova, angiogenezi, ćelijskom rastu i apoptozi, 

vazodilataciji, sintezi vanćelijskog matriksa, adheziji leukocita. Takođe, PKC dovodi 

do zadebljanja bazalne membrane, promena u aktivnosti enzima (kao što su M PK, 

fosfolipaza A2, Na+-K+- TPaza) i transkripcionih faktora. Patološke promene u 

krvnim sudovima koje nastaju kao posledica aktivnosti različitih izoformi PKC 

dovode do razvoja ateroskleroze, kardiomiopatije, retinopatije, nefro- i neuropatije 

(Geraldes i King, 2010). 

Pojačan priliv glukozo-6-fosfata u put biosinteze heksozamina (eng. 

hexosamine biosynthesis pathway, HBP) dovodi do pojačane proizvodnje uridin 

difosfat N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc) kao krajnjeg proizvoda ovog puta 

(Marshall i sar., 1991). UDP-GlcNAc je supstrat za enzim O-GlcNAc transferazu 

(OGT) koji katalizuje glikozilaciju brojnih citoplazmatskih i jedarnih proteina 

dodavanjem O-GlcNAc na hidroksilne grupe serina i treonina. Dodavanje O-GlcNAc 

(O-GlcNAc-ilacija) se smatra analogom fosforilacije (Guinez i sar., 2005) ali je, za 

razliku od fosforilacije koja je regulisana brojnim kinazama i fosfatazama, ovaj 
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proces posredovan samo enzimima OGT i N-acetil-glukozaminidazom (O-GlcNAza 

ili OGA) koja katalizuje uklanjanje O-GlcNAc (Butkinaree i sar., 2010; Zachara i 

Hart, 2004). Slično procesu fosforilacije/defosforilacije, O-GlcNAc-ilacija dovodi do 

aktivacije/inhibicije ciljnih proteina. O-GlcNAc modifikovani proteini mogu u isto 

vreme biti i fosforilisani što utiče na interakcije sa drugim proteinima i njihovu 

unutarćelijsku lokalizaciju, a time i na funkciju (Wang i sar., 2008). O-GlcNAc-ilacija 

je uključena u regulaciju mnogih bioloških procesa, kao što su jedarni transport, 

transkripcija i translacija, prenos signala, reorganizacija citoskeleta, 

proteozomalna degradacija i apoptoza (Guinez i sar., 2005; Wells i sar., 2001). 

Pojačana O-GlcNAc-ilacija dovodi do oksidativnog i ER stresa koji uzrokuju pojavu 

hronične inflamacije i razvoj insulinske rezistencije (Werstuck i sar., 2006). 

Putem opisanih mehanizama, hronična hiperglikemija dovodi do 

oksidativnog stresa koji u značajnoj meri doprinosi razvoju brojnih komplikacija 

kod dijabetičara, od akutnih metaboličkih (dijabetična ketoacidoza, hipoglikemija) 

do hroničnih komplikacija koje se kasnije razvijaju (Forbes i Cooper, 2013). 

Hronične komplikacije se mogu podeliti na mikro- i makrovaskularne, pri čemu su 

mikrovaskularne komplikacije učestalije (Deshpande i sar., 2008). U 

mikrovaskularne komplikacije spadaju neuropatija, nefropatija, retinopatija i 

hepatopatija, dok se u makrovaskularne komplikacije ubrajaju kardiovaskularne 

bolesti, infarkt i periferna arterijska bolest. 

Imajući u vidu da su eritrociti prve ćelijske strukture koje odgovaraju na 

povišen nivo oksidativnog stresa u uslovima hiperglikemije (Bryszewska i sar., 

1995) kao i da stepen njihovog oštećenja predstavlja odraz celokupnog stanja 

organizma (Tsantes i sar., 2006), naredno poglavlje će biti posvećeno ulozi 

oksidativnog stresa u narušavanju njihove strukture i funkcije u uslovima 

dijabetesa. Pored toga, kako dijabetes predstavlja jedan od najčešćih uzroka 

razvoja bolesti jetre u svetu, a dijabetesna nefropatija koja ne samo da dovodi do 

smrtnog ishoda već predstavlja i glavni faktor rizika nastanka makrovaskularnih 

komplikacija, biće reči i o doprinosu oksidativnog stresa u nastanku ovih 

komplikacija. 
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1.2.3.1. Oksidativna oštećenja eritrocita u dijabetesu  

Kao jedinstvene, visoko specijalizovane ćelije bikonkavnog oblika, sa 

visokom koncentracijom hemoglobina (Hb), eritrociti obavljaju transport O2 iz 

pluća do tkiva i CO2 iz tkiva do pluća. Efikasan transport omogućen je zahvaljujući 

specijalizovanoj strukturi membrane eritrocita kao i postojanju aktivnog izvora 

energije u ćeliji i specifičnih fosforilisanih intermedijera (Edwards i Fuller, 1996). 

Tokom procesa transporta O2 eritrociti su izloženi promenljivim uslovima sredine i 

nivoa oksidativnog stresa, što je naročito izraženo u patološkim stanjima.  

Zbog visoke koncentracije O2 i gvožđa (Fe2+) koje sadrže, eritrociti su 

podložni oksidativnom oštećenju, pa stoga poseduju efikasan antioksidativni 

sistem koji pruža zaštitu ne samo eritrocitima već i drugim tkivima i organima 

(Siems i sar., 2000). Usled odsustva jedra, zreli eritrociti ne mogu da odgovore 

sintezom novih proteina ili zamenom oštećenih makromolekula već se oslanjaju na 

postojeće proteine koji im pružaju zaštitu od oksidativnog stresa. Zbog odsustva 

mitohondrija, glavni izvor ROS-ova u eritrocitima je oksigenisana forma Hb 

(HbFe2+O2) koja se lako oksiduje do metHb (HbFe3+) uz otpuštanje •O2- koji u 

prisustvu H+ oksiduje drugi molekul HbFe2+O2 do HbFe3+ uz formiranje H2O2. 

Nastali H2O2 dalje oksiduje novi molekul HbFe2+O2 i tom prilikom se oslobađa HO•. 

Oksidacija Hb do metHb se sumirano može prikazati reakcijom:           

                    , uz oslobađanje •O2-, HO• i H2O2 (Faivre i sar., 

1998). U fiziološkim uslovima se nivo metHb u eritrocitima održava ispod 1% u 

odnosu na ukupni Hb, ali se u uslovima oksidativnog stresa, poput onih koji vladaju 

u dijabetesu, koncentracija metHb višestruko uvećava. Oksidativna oštećenja 

eritrocita narušavaju njihovu strukturu, funkciju i metabolizam (Dallak i Jaliah, 

2010). Pojačan oksidativni stres u eritrocitima narušava fluidnost membrane i 

inaktivira receptore i enzime vezane za membranu (Halliwell i Gutteridge, 1986), 

pojačava proces lipidne peroksidacije (Rohn i sar., 1998) i oksidaciju GSH i –SH 

grupa proteina (Telci i sar., 2000). Povećana količina ROS-ova u eritrocitima 

oštećuje i ćelije koje su u bliskom kontaktu sa njima i na taj način doprinose širenju 

oksidativnog oštećenja (Huertas i sar., 2013). U uslovima hiperglikemije pojačan je 

proces glikacije hemoglobina (glikozilovani Hb – GlyHb) koji je podložniji 



23 
 

oksidaciji i proteolitičkoj degradaciji od neglikozilovanog Hb (Sen i sar., 2005). 

Degradacijom Hb oslobađaju se hem i gvožđe koje doprinosi povećanoj proizvodnji 

slobodnih radikala i oksidativnom oštećenju eritrocita. 

Eritrociti menjaju oblik prilikom prolaska kroz uske kapilare čiji je prečnik 

manji od prečnika samih eritrocita. Sposobnost eritrocita da se pod dejstvom sile 

izduže i provuku kroz kapilare a zatim povrate prvobitni oblik bez oštećenja 

označena je kao deformabilitet (Park i sar., 2012). Deformabilitet i agregacija 

eritrocita, koja predstavlja proces reverzibilnog slepljivanja susednih eritrocita i 

formiranje struktura nalik lancu, određuju stopu protoka krvi (Singh i Shin, 2009). 

Promene u sastavu lipida i proteina u eritrocitima u uslovima hronične 

hiperglikemije smanjuju deformabilitet eritrocita i povećavaju njihovu agregaciju 

što smanjuje protok eritrocita u mikrocirkulaciji i dotok kiseonika i rezultuje 

oštećenjem tkiva (Mohanty i sar., 2014). 

1.2.3.2. Oksidativna oštećenja jetre i bubrega u dijabetesu 

Brojna istraživanja ukazuju na to da se u uslovima dijabetesa javljaju razni 

poremećaji u jetri, kao što su fibroza, ciroza, nealkoholna masna jetra (eng. 

non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), hepatocelularni karcinom, akutna bolest 

jetre, virusni hepatitis (Guven i sar., 2006; Levinthal i Tavill, 1999). Jetra je glavni 

organ koji vrši detoksikaciju organizma i ima važnu ulogu u regulaciji 

koncentracije glukoze u krvi između obroka kako u fiziološkim, tako i u patološkim 

stanjima poput dijabetesa (Leclercq i sar., 2007). Jetra spada među prve organe 

podložne štetnim efektima oksidativnog stresa, a koji dovode do oštećenja tkiva 

jetre i poremećaja metabolizma proteina, lipida i ugljenih hidrata što zauzvrat 

povećava oksidativni stres i inflamatorne procese u jetri (Bugianesi i sar., 2005; 

Leclercq i sar., 2007; Manna i sar., 2010). Pojačana produkcija •O2-, H2O2 i HO• od 

strane aktiviranih Kupferovih ćelija smatra se glavnim uzrokom oštećenja 

hepatocita (Wei i sar., 2010). U isto vreme, povećana količina adipocitokina, kao 

što su leptin i TNF-α, pojačava proizvodnju ROS-ova u mitohondrijama hepatocita i 

dodatno ih oštećuje (Garcia-Compean i sar., 2009). Pojačana proizvodnja ROS-ova 

izaziva apoptozu i nekrozu hepatocita i oslobađanje inflamatornih citokina što 

povećava ekspresiju adhezionih molekula i infiltraciju leukocita i aktivira stelatne 
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ćelije koje proizvode CTGF (eng. connective tissue growth factor) i kolagen koji se 

akumuliraju u vanćelijskom matriksu i uzrokuju pojavu fibroze, ciroze i, na kraju, 

hepatocelularnog karcinoma (Garcia-Compean i sar., 2009). 

Dijabetesnu nefropatiju (DN) karakterišu proteinurija (pojava proteina u 

mokraći) i smanjenje stope glomerularne filtracije koja se razvija tokom dužeg 

vremenskog perioda a može dovesti do terminalne bubrežne insuficijencije (Gross 

i sar., 2005). DN je takođe glavni faktor rizika nastanka makrovaskularnih 

komplikacija (Deshpande i sar., 2008). Usled prisustva brojnih ćelija u bubregu 

koje imaju različitu fiziološku ulogu proces nastanka i razvoja DN je složen. U 

procesu razvoja DN razlikuje se pet faza: glomerularna hiperfiltracija, početna faza 

nefropatije, mikroalbuminurija, proteinurija i hronična bubrežna insuficijencija 

(Mogensen i sar., 1983). Oksidativni stres kao posledica hiperglikemije negativno 

utiče na endotelijalne, glatke mišićne, tubularne i mezangijalne ćelije, podocite, 

inflamatorne ćelije i miofibroblaste u bubregu. Proces preuzimanja glukoze od 

strane mezangijalnih i tubularnih ćelija u bubregu nije regulisan insulinom, pa ove 

ćelije ne mogu da kontrolišu količinu preuzete glukoze u uslovima hiperglikemije 

(Heilig i sar., 1995). Hronična hiperglikemija u mezangijalnim i tubularnim 

ćelijama stimuliše produkciju  GE-ova, aktivaciju puta poliola i PKC što doprinosi 

pojačanoj produkciji ROS-ova i oksidativnom stresu (Pacher i sar., 2005). Takođe, 

glomerularne i tubularne ćelije i fibroblasti u bubregu eksprimiraju NOX i time 

dodatno doprinose povećanoj produkciji ROS-ova i oštećenju bubrežnog tkiva u 

uslovima dijabetesa (Shiose i sar., 2001). Pojačana produkcija ROS-ova u 

glomerulusu i tubulama dovodi do poremećaja u funkcionisanju endotelnih ćelija, 

infiltracije inflamatornih ćelija i apoptoze glomerularnih ćelija (Pautz i sar., 2002). 

Oksidativni stres u kombinaciji sa povećanom količinom proinflamatornih 

citokina, poput TNF-α i IL-1, aktivira brojne signalne puteve (PKC, MAPK, 

JAK-STAT) koji rezultuju aktivacijom redoks-senzitivnih transkripcionih 

regulatora NFκB,  P-1, STAT (Mason i Wahab, 2003; Palmer i Paulson, 1997) i 

povećanjem ekspresije gena za TGF-β (eng. transforming growth factor β) (Nath i 

sar., 1998)) i CTGF (Park i sar., 2001). Ovi procesi za posledicu imaju taloženje 

vanćelijskog matriksa u tubularnim komponentama bubrega i razvoja 
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tubulointersticijalne fibroze koja predstavlja glavni faktor u napredovanju 

dijabetesne nefropatije (Mauer i sar., 1984). 

1.3. Endogeni sistem antioksidativne zaštite 

Konstantna izloženost organizma slobodnim radikalima poreklom iz 

različitih izvora dovela je do razvoja složenog sistema antioksidativne zaštite. 

Uopšteno, antioksidans predstavlja bilo koju supstancu koja sprečava, odlaže ili 

uklanja oksidativno oštećenje sa ciljnog molekula (Halliwell i Gutteridge, 2015). Ne 

postoji univerzalni “najbolji” antioksidans – različiti antioksidansi reaguju sa 

različitim slobodnim radikalima sa promenljivom efikasnošću, na različitim 

mestima i štite različite ciljne molekule. 

Antioksidansi se mogu podeliti na endogene i egzogene. U endogene 

antioksidanse spadaju enzimi kao što su superoksid dismutaza (SOD), katalaza 

(CAT), glutation peroksidaza (GPx), glutation reduktaza (GR), tioredoksin 

reduktaza, metalotionein, i neenzimski antioksidansi kao što su glutation (GSH), 

melatonin, NADPH, koenzim Q-10, cistein, homocistein, metionin, taurin (Andre i 

sar., 2010; Mates i sar., 2008). 
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Slika 1.4. Sistem antioksidativne zaštite. CAT – katalaza; GPx – glutation peroksidaza; 
GR – glutation reduktaza; Mn/CuZnSOD – mangan i bakar-cink superoksid dismutaza; GSH 
– redukovani glutation; GSSG – oksidovani glutation; ALA – alfa lipoinska kiselina; DHLA – 
dihidrolipoinska kiselina; ROS – reaktivne vrste kiseonika: •O2- - superoksid anjon radikal; 
•OH – hidroksil radikal; H2O2 – vodonik peroksid. Preuzeto i modifikovano iz (Lazo-de-la-
Vega-Monroy i Fernandez-Mejia, 2013). 

1.3.1. Superoksid dismutaza 

Superoksid dismutaza (SOD; EC 1.15.1.1) predstavlja prvu liniju odbrane od 

ROS-ova i može se naći kod svih aerobnih organizama. SOD katalizuje proces 

dismutacije •O2- do H2O2 i O2     
 

 
               (Fridovich, 1997). Sʼ 

obzirom da su fosfolipidne membrane nepropustljive za •O2-, SOD je prisutna u 

svim odeljcima ćelije gde se •O2- proizvodi (Takahashi i Asada, 1983). Kod sisara se 

razlikuju tri izoforme SOD: SOD1 (CuZnSOD), SOD2 (MnSOD) i SOD3 (EC-SOD) koje 

kodiraju različiti geni i koje imaju različitu unutarćelijsku lokalizaciju.  

SOD1 ili CuZnSOD je u formi dimera molekulske težine 32 kDa lokalizovana 

uglavnom u citosolu, mada se mali deo može naći i u nukleusu, lizozomima i 

peroksizomima (Crapo i sar., 1992). Enzimatska aktivnost CuZnSOD zavisi od 

prisustva atoma Cu i Zn neophodnih za katalitičku aktivnost (Cu) i pravilno 
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savijanje i održavanje stabilnosti proteina (Zn) (McCord i Fridovich, 1969). SOD2 

ili MnSOD se u formi tetramera molekulske težine 96 kDa nalazi u 

mitohondrijalnom matriksu (Fridovich i Freeman, 1986). Mangan koji se nalazi u 

aktivnom centru enzima katalizuje dismutaciju •O2- na sličan način kao i CuZnSOD. 

Za razliku od CuZnSOD koja je osetljiva na cijanid, MnSOD je relativno otporna, što 

se eksperimentalno koristi za razlikovanje aktivnosti ove dve izoforme enzima. 

SOD3 je sekretorna vanćelijska SOD (EC-SOD) sa atomima Cu i Zn u katalitičkom 

centru i kod većine vrsta je u formi tetramera molekulske težine 135 kDa. EC-SOD 

se u tkivima prvenstveno nalazi u vanćelijskom matriksu i na površini ćelija, a 

manji deo se može naći u plazmi i vanćelijskim tečnostima (Fukai i Ushio-Fukai, 

2011). 

1.3.2. Katalaza 

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) je enzim koji se uglavnom nalazi u 

peroksizomima i ključni je enzim u metabolizmu H2O2. CAT je tetramerni enzim 

koji sačinjen od četiri identične, tetraedarno organizovane subjedinice molekulske 

težine 62 kDa (kod čoveka), od kojih svaka u aktivnom centru ima prostetičnu hem 

grupu (hem b grupa, slična prostetičnoj grupi hemoglobina) i N DPH kao kofaktor 

(Glorieux i Calderon, 2017). Glavna uloga CAT jeste dismutacija H2O2 do molekula 

O2 i H2O (              , pri čemu se enzim najpre oksiduje do visoko 

valentnog Fe intermedijera koji se zatim, u daljoj reakciji sa H2O2 redukuje i vraća u 

prvobitno stanje. Pri niskim koncentracijama H2O2 enzim ispoljava peroksidativno 

dejstvo i učestvuje u razlaganju malih supstrata, kao što su metanol, etanol, azid, 

hidroperoksidi (Chance i sar., 1979; Johansson i Borg, 1988; Sies, 1974). 

1.3.3. Glutation peroksidaza i glutation reduktaza 

Glutation peroksidaza (GPx; EC 1.11.1.9) predstavlja grupu filogenetski 

povezanih enzima koji katalizuju redukciju H2O2 ili organskih peroksida do H2O ili 

odgovarajućih alkohola, uz upotrebu glutationa (GSH) kao redukujućeg faktora 

                         (Ursini i sar., 1995). Kod sisara, GPx1-4 su 

selenoproteini sa selenocisteinom u katalitičkom centru, a svoju antioksidativnu 
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aktivnost ispoljavaju na različitim mestima i u različitim ćelijskim odeljcima. GPx1 

je otkrivena 1957. godine kao enzim koji štiti eritrocite od oksidativnog oštećenja 

(Mills, 1957). To je nazastupljenija selenoperoksidaza koja se u formi tetramera 

sačinjenog od četiri identične subjedinice molekulske mase 22-23 kDa (Miwa i sar., 

1983) nalazi u skoro svim tkivima (Lubos i sar., 2011). GPx2 je najzastupljenija u 

gastrointestinalnom traktu, GPx3 u plazmi dok se antioksidativni efekat GPx4 

ispoljava na membranama (Brigelius-Flohe i Maiorino, 2013). GPx5 je sekretorni 

protein u epididimisu, a u njenom katalitičkom centru se umesto selenocisteina 

nalazi cistein (Ghyselinck i Dufaure, 1990). GPx6 je selenoprotein u epitelu oka kod 

čoveka (Dear i sar., 1991), dok su GPx7 i GPx8 peroksidaze sa cisteinom u 

aktivnom centru i imaju nisku katalitičku aktivnost. 

Tokom katalitičke aktivnosti GPx, GSH se oksiduje do GSSG koji se brzo 

ponovo redukuje do GSH pod dejstvom glutation reduktaze             

              . Glutation reduktaza (GR; EC 1.8.1.7) se sastoji od dve 

subjedinice molekulske težine 58 kDa od kojih svaka u aktivnom centru ima flavin 

adenin dinukleotid (F D), što GR svrstava u grupu flavoenzima. Za katalitičku 

aktivnost GR kao kofaktor je neophodan N DPH koji se obezbeđuje iz puta pentozo 

fosfata (Cole i Kramer, 2016).  

1.3.4. Glutation 

Glutation (L-γ-glutamil-L-cisteinilglicin; GSH) je jedan od najvažnijih 

neenzimskih antioksidanasa u ćeliji. Direktno ili kao kofaktor enzima učestvuje u 

uklanjanju •O2-, HO•, ONOO-, lipidnih peroksil radikala, H2O2 (Fang i sar., 2002). 

Tom prilikom GSH se oksiduje do GSSG koji se pod dejstvom NADPH-zavisne GR 

redukuje do GSH. U fiziološkim uslovima koncentracija GSH je od 10 do 100 puta 

veća od koncentracije GSSG. Stoga je odnos GSH/GSSG važan pokazatelj redoks 

statusa u ćeliji i bilo kakav pomeraj prema oksidovanom stanju (više GSSG) 

aktivira brojne signalne puteve (uključujući Akt kinazu, protein fosfataze 1 i 2A, 

NFκB, JNK kinazu, kinazu 1 aktiviranu signalom za apoptozu, M P kinaze), što 

utiče na proliferaciju ćelija i povećava proces apoptoze (Sen, 2000). 

Pored toga što učestvuje u održavanju redoks homeostaze, GSH je uključen 

u brojne druge fiziološke procese, kao što su metabolizam ksenobiotika, 
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održavanje –SH grupa proteina i drugih molekula, metabolizam estrogena, 

leukotriena i prostaglandina, učestvuje u procesu redukcije ribonukleotida do 

dezoksiribonukleotida (Lushchak, 2012). 

1.3.5. Regulacija ekspresije komponenti sistema antioksidativne 

zaštite 

Poznato je da eukariotska ćelija poseduje složene mehanizme putem kojih 

reguliše ekspresiju gena. Jedan od tih mehanizama uključuje regulatorne proteine 

gena koji vezivanjem za specifične regulatorne sekvence na molekulu DNK 

(promotore, pojačivače, prigušivače) regulišu transkripciju gena kako u 

fiziološkim, tako i u stresnim uslovima i time omogućavaju ćeliji da adekvatno 

odgovori na izmenjene uslove sredine (Gill, 2001). Neki od najvažnijih proteina 

uključenih u regulaciju transkripcije gena za enzime antioksidativne zaštite su 

NFκB, Nrf-2, Sp1, FOXO. 

Nuklearni faktor-κB (NFκB), prvobitno otkriven kao regulator ekspresije 

lakog lanca (κB) imunoglobulina u B limfocitima, predstavlja familiju 

transkripcionih regulatora uključenih u regulaciju ekspresije preko 150 različitih 

gena (Ghosh i sar., 1998; Pahl, 1999). Pet članova NFκB familije, p50, p52, p65 

(RelA), c-Rel i Rel-B, formiraju različite homo- i heterodimere, pri čemu su najčešće 

aktivne forme p50/p65 i p52/p65 heterodimeri. Svaki od članova NFκB familije 

poseduje konzervirani N-terminalni region (Rel-homologni domen, eng. 

Rel-homology domain) koji sadrži domene za dimerizaciju, jedarnu lokalizaciju i 

domen za vezivanje za DNK (Li i Verma, 2002; Silverman i Maniatis, 2001). U 

neaktivnoj formi NFκB dimeri se u većini ćelija nalaze u citoplazmi u kompleksu sa 

inhibitornim proteinima označenim kao IκB. U odgovoru na različite stimuluse, 

uključujući citokine, oksidativni stres, virusne i bakterijske patogene, posredstvom 

IκB proteinske kinaze (IKK) fosforiliše se IκB i degraduje u 26S proteazomu (Ben-

Neriah, 2002). Degradacija inhibitorne subjedinice aktivira NFκB koji se 

translocira u jedro i vezuje za molekul DNK u promotorskim ili pojačivačkim 

regionima specifičnih gena, uključujući CuZnSOD (Rojo i sar., 2004) i MnSOD (Das i 

sar., 1995; Xu i sar., 1999). Iako su u promotorskim/pojačivačkim regionima 

brojnih gena identifikovana NFκB vezujuća mesta, transkripcija pojedinačnih gena 
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i količina transkribovanih produkata nakon aktivacije NFκB zavisi od brojnih 

faktora, uključujući sastav NFκB dimera, prirodu stimulusa koji aktivira NFκB, 

broja konsenzusnih sekvenci za vezivanje NFκB u ciljnom genu kao i od 

kooperacije sa drugim transkripcionim regulatorima (Karin i sar., 2001; Kumar i 

sar., 2004). 

Nrf-2 (eng. nuclear factor-erythroid-2-related factor 2), član CNC (eng. Cap 

‘n’ Collar) podfamilije transkripcionih aktivatora sa leucinskim zatvaračem (eng. 

leucine zipper), je glavni regulator koordinisane ekspresije gena za proteine i 

enzime uključene u odgovor na ćelijski stres, kao što su SOD, C T, GPx, 

NAD(P)H:kinon oksidoreduktaza-1, glutation-S-transferaza, hem oksigenaza-1, 

glutamat-cisteinska ligaza (enzim uključen u sintezu GSH) i tioredoksin (Chen i 

Kong, 2004; Dinkova-Kostova i Talalay, 2008; Eggler i sar., 2008; Lee i Surh, 2005; 

Motohashi i Yamamoto, 2004). U odsustvu stresa Nrf-2 se nalazi u citoplazmi ćelija 

u kompleksu sa represornim proteinom Keap1 (eng. Kelch-like ECH-associated 

protein 1), koji je usidren u aktinski citoskelet (Itoh i sar., 1999) što omogućava 

proteozomalnu degradaciju i održavanje niskog bazalnog nivoa Nrf-2 proteina 

(Villeneuve i sar., 2010). U uslovima oksidativnog i elektrofilnog stresa dolazi do 

prekida procesa ubikvitinacije i proteazomalne degradacije Nrf-2 proteina (Eggler 

i sar., 2005) i njegove disocijacije sa Keap1 proteina i translokacije u jedro. U jedru 

Nrf-2 formira heterodimere sa drugim transkripcionim regulatorima, kao što su 

Maf proteini, i vezuje se za uzvodne 5’ cis regulatorne sekvence označene kao  RE 

(eng. antioxidant response element) i ERE (eng. electrophile response element) u 

promotorima ciljnih gena (Itoh i sar., 1997). 

Sp1 (eng. specificity protein 1) je opšteprisutan protein koji pripada C2H2 

tipu transkripcionih regulatora sa Zn-prstima i koji može da aktivira ili suprimira 

transkripciju ciljnih gena u odgovoru na fiziološke ili patološke stimuluse (Tan i 

Khachigian, 2009). Pokazano je da Sp1 reguliše ekspresiju brojnih gena uključenih 

u kontrolu različitih ćelijskih procesa, kao što su ćelijski rast (Kaczynski i sar., 

2003), diferencijacija (Opitz i Rustgi, 2000), apoptoza (Kaczynski i sar., 2003), 

angiogeneza (Mazure i sar., 2003), imuni odgovor (Jones i sar., 1986). Sp1 

učestvuje i u regulaciji ekspresije C T (Nenoi i sar., 2001) i SOD (Miao i St Clair, 

2009). U promotorskim regionima CAT i SOD nalaze se regioni obogaćeni GC 
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bazama (GGGCGG) za koje se Sp1 svojim Zn-prstima vezuje visokim afinitetom i 

olakšava regrutovanje kompleksa transkripcionog faktora TFIID i RNK polimeraze 

II na promotor (Solomon i sar., 2008). 

FOXO3a, poznat i kao FKHRL1, pripada FOXO (forkhead box O) familiji 

transkripcionih regulatora u kojoj se još nalaze i FOXO1 (FKHR), FOXO4 ( FX1) i 

FOXO6. Članovi FOXO familije se vezuju za konzenzusnu sekvencu na molekulu 

DNK (5’-TTGTTTAC-3’) i regulišu ekspresiju brojnih gena uključenih u regulaciju 

ćelijskog ciklusa, preživljavanja ćelija i metabolizma (Carlsson i Mahlapuu, 2002). 

Pokazano je da je aktivnost FOXO proteina regulisana posttranslacionim 

modifikacijama (fosforilacija, ubikvitinacija i acetilacija). Oksidativni stres utiče na 

aktivnost FOXO posredstvom posttranslacionih modifikacija dok FOXO reguliše 

ćelijski odgovor na oksidativni stres preko povećanja ekspresije C T i MnSOD 

(Kops i sar., 2002; Nemoto i Finkel, 2002). 

1.4. Upotreba antioksidanasa i biljnih preparata u tretmanu dijabetesa 

Glavni izvor egzogenih antioksidanasa je hrana. Bioaktivne komponente 

hrane koje imaju antioksidativnu aktivnost uključuju vitamin C (askorbinska 

kiselina), vitamin E (tokoferol), koenzim Q10, polifenole (flavonoidi, flavoni, 

flavanoni, proantocijanidini), N-acetil cistein, karotenoide, alfa lipoinsku kiselinu, 

likopen, selen, itd. (Andre i sar., 2010; Bouayed i Bohn, 2010). Ukoliko su egzogeni 

antioksidansi prisutni u tkivima i telesnim tečnostima u dovoljnoj koncentraciji oni 

deluju sinergistički sa endogenim antioksidansima i doprinose očuvanju redoks 

balansa u organizmu. 

Vitamin E predstavlja grupu molekula koju čini osam izoformi rastvorljivih 

u lipidima: α-, β-, γ-, δ-tokoferol i α-, β-, γ-, δ-tokotrienol. Najaktivnija forma kod 

ljudi je α-tokoferol, čiji su najvažniji izvor biljna ulja, orašasti plodovi, lisnato 

povrće, klice semena pirinča, pšenice i pamuka, a takođe je dostupan i kao 

suplement. Antioksidativno dejstvo vitamina E zasniva se na neutralizaciji LOO• i 

prekidanju lančane reakcije lipidne peroksidacije u ćelijskim membranama i LDL 

proteinima        -         -         -         -    (Nimse i Pal, 

2015). Antioksidativna aktivnost α-tokoferola, koja se gubi nakon neutralizacije 
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LOO•, uspostavlja se dejstvom drugih antioksidanasa, kao što su koenzim Q10 

(CoQ10) i vitamin C (Neužil i sar., 1997; Stoyanovsky i sar., 1995). Vitamin E 

stimuliše dejstvo diacilglicerol kinaze (katalizuje prevođenje D G u fosfatidnu 

kiselinu) i blokira fosfatidat fosfohidrolazu (katalizuje prevođenje fosfatidata u 

D G) kod pacijenata obolelih od dijabetesa i tako smanjuje količinu D G-a i 

posledično aktivaciju PKC. Smanjena aktivnost PKC umanjuje negativno dejstvo 

slobodnih masnih kiselina (SMK) koje u skeletnim mišićima smanjuju osetljivost na 

insulin preko mehanizama zavisnih od PKC (McCarty, 1998). Nekoliko malih 

kliničkih studija rađenih u kontrolisanim uslovima pokazalo je korisne efekte 

upotrebe vitamina E i kombinacije vitamina E i C u smanjenju rizika od 

kardiovaskularnih oboljenja (Knekt i sar., 1994; Rimm i sar., 1993; Stampfer i sar., 

1993) i poboljšanju funkcionisanja bubrega (Gaede i sar., 2001). Sa druge strane, 

studije rađene na velikom broju pacijenata, kao što su HOPE (eng. Heart Outcome 

Prevention Evaluation) (Yusuf i sar., 2000), ATBC (eng. Alpha-Tocopherol, 

Β-Carotene Cancer Prevention Study) (Kataja-Tuomola i sar., 2010), SPACE (eng. 

Secondary Prevention with Antioxidants of Cardiovascular Disease in End Stage 

Renal Disease) (Boaz i sar., 2000), PPP (eng. Primary Prevention Project) (Sacco i 

sar., 2003) i SECURE (eng. Study to Evaluate Carotid Ultrasound Changes in Patients 

Treated With Ramipril and Vitamin E) (Lonn i sar., 2001) nisu ukazale na pozitivan 

efekat dnevnog unosa vitamina E na smanjenje rizika pojave kardio- i 

cerebrovaskularnih oboljenja i nefropatija. Takođe, meta-analizom 19 kliničkih 

ispitivanja koja su obuhvatala 135967 individua došlo se do zaključka da visoke 

doze vitamina E (16,5 do 2000 IU/d) mogu povećati smrtnost pacijenata (Miller i 

sar., 2005). Sʼ obzirom da su i druge kliničke studije pokazale oprečne rezultate, 

potencijalna korist upotrebe vitamina E kao suplementa kod osoba obolelih od 

dijabetesa je pod znakom pitanja što iziskuje dodatna istraživanja. 

Vitamin C ili askorbinska kiselina je hidrosolubilni vitamin koji ima snažno 

antioksidativno dejstvo, a učestvuje i u regeneraciji vitamina E i povećanju 

unutarćelijske koncentracije GSH (Naziroglu i Butterworth, 2005). Vitamin C 

takođe povećava i apsorpciju gvožđa redukcijom Fe3+ do Fe2+ (Halliwell i 

Gutteridge, 2015). U prisustvu redoks-aktivnih metala (Fe, Cu) vitamin C deluje 

kao prooksidans i doprinosi formiranju HO• (Halliwell, 1996). Dosadašnja klinička 
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istraživanja dala su oprečne rezultate u vezi sa upotrebom vitamina C u prevenciji i 

tretmanu dijabetesa. Osobe sa dijabetesom ili metaboličkim sindromom imaju 

smanjenu koncentraciju vitamina C i povećan nivo lipidnih peroksida u cirkulaciji 

(Ford i sar., 2003; Maxwell i sar., 1997; Sinclair i sar., 1994; Sundaram i sar., 1996). 

Povećana koncentracija vitamina C u plazmi smanjuje rizik od nastanka dijabetesa 

(Harding i sar., 2008), a pokazano je i da unos vitamina C poboljšava dejstvo 

insulina, kontrolu glikemije i funkcionisanje endotela krvnih sudova (Paolisso i 

sar., 1995; Paolisso i sar., 1994; Regensteiner i sar., 2003). Sa druge strane, 

primena visokih koncentracija vitamina C kod osoba obolelih od DT2 nije 

normalizovala koncentraciju vitamina C u plazmi, funkcionisanje endotela niti 

insulinsku rezistenciju (Chen i sar., 2006). Štaviše, primena visokih koncentracija 

vitamina C povećava stopu komplikacija kardiovaskularnog sistema kod žena u 

postmenopauzi (Folsom i sar., 2004).  

Koenzim Q10, poznat i kao ubikinon, CoQ10 ili vitamin Q10, je liposolubilni 

kinon prvobitno izolovan 1957 iz mitohondrija govečeta (Greenberg i Frishman, 

1990). U transportnom lancu elektrona u mitohondrijama CoQ10 prima elektrone 

od NADH, sukcinata i glicerol-3-fosfata i prenosi ih na sistem citohroma čime 

nastaje gradijent protona neophodan za proizvodnju ATP-a (Crane i Navas, 1997). 

CoQ10 je jedan od najvažnijih lipidnih antioksidanasa i može se naći u većini 

aerobnih organizama (Saini, 2011). Najvažniji prirodni izvor CoQ10 jesu masne 

ribe, poput lososa, haringe, skuše, tune, zatim jetra kao i zrna celih žitarica. Većina 

ljudi obezbeđuje dovoljnu količinu CoQ10 balansiranom ishranom, ali uzimanje 

CoQ10 u vidu suplemenata može biti od koristi osobama kod kojih je endogena 

sinteza CoQ10 nedovoljna ili postoji potreba za njegovom povećanom količinom 

(Overvad i sar., 1999). Kod osoba sa srčanom insuficijencijom, dijabetesom, kao i 

kod starijih osoba, uočen je potpuni ili delimični nedostatak CoQ10 (Langsjoen i 

Langsjoen, 1999). To je ukazalo na mogućnost primene CoQ10 u tretmanu 

dijabetesa, ali su dobijeni rezultati suviše nedosledni da bi se preporučila upotreba 

CoQ10 u cilju poboljšanja kontrole glikemije i ublažavanja komplikacija u 

dijabetesu (Chew i sar., 2008; Hamilton i sar., 2009; Hodgson i sar., 2002; Lim i sar., 

2008). 
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Alfa lipoinska kiselina (eng. alpha lipoic acid – ALA) je hidro- i liposolubilno 

jedinjenje pa se kao takvo može naći i u ćelijskoj membrani i u citoplazmi, kako kod 

biljaka tako i kod životinja. Kod čoveka se  L  sintetiše u jetri i drugim tkivima gde 

predstavlja kofaktor enzima piruvat dehidrogenaze i α-ketoglutarat dehidrogenaze 

(Busby i sar., 1999). Pored toga, ALA je potrebna tokom oksidativne 

dekarbokcilacije piruvata u acetil-Co , ključnom koraku koji povezuje procese 

glikolize i ciklus limunske kiseline (Reed, 1998). ALA i njena redukovana forma, 

dihidrolipoinska kiselina (DHL ) su snažni antioksidansi – neutrališu ROS-ove, 

heliraju jone metala i učestvuju u regeneraciji vitamina C i E i GSH (Biewenga i sar., 

1997). Pored toga,  L /DHL  deluju i preko različitih signalnih puteva, kao što su 

signalni put insulina, NFκB, PKC, kinaza aktivirana 5’ adenozin monofosfatom 

(AMPK) (Gomes i Negrato, 2014). Sintetička  LA se u Evropi i Sjedinjenim 

 meričkim Državama dugo koristi kao suplement u terapiji neuropatija i 

retinopatija nastalih kao posledica dijabetesa (Shay i sar., 2009; Ziegler i sar., 

2004). Brojne kliničke studije u kojima je  L  korišćena u koncentracijama do 

2400 mg dnevno ukazale su na postojanje određenih dozno-zavisnih neželjenih 

efekata upotrebe ALA (Ziegler i sar., 2006; Ziegler i sar., 1995; Ziegler i sar., 2011). 

Većina neželjenih efekata je uočena u gastrointestinalnom traktu (mučnina, 

povraćanje, dispepsija, bolovi u abdomenu) ali su zabeleženi i slučajevi pojačanog 

svraba, bronhitisa i ulceracije kože. Takođe, pokazano je da intraperitonelana 

primena ALA u koncentraciji 100 mg/kg/dan u toku dve nedelje (doza koja je 

ekvivalentna 5-10 g/dan kod ljudi) kod pacova povećava količinu lipidnih 

hidroperoksida i oksidativna oštećenja proteina u plazmi (Çakatay i Kayaliı, 2005), 

kao i oksidativna oštećenja proteina u srčanom mišiću (Çakatay i sar., 2005) i 

mozgu pacova (Kayali i sar., 2006). S’ obzirom da primena nižih koncentracija  L  

ima malo ili nimalo neželjenih efekata a da u višim dozama pojačava stepen 

oksidativnih oštećenja dodatna istaživanja će omogućiti određivanje optimalne 

doze ALA za primenu u tretmanu dijabetesa. 

 



35 
 

1.4.1. Biljke kao izvori antioksidanasa 

Imajući u vidu rezultate kliničkih studija o upotrebi aktuelnih 

antioksidanasa u terapiji dijabetesa može se zaključiti da pojedinačni antioksidansi 

nisu efikasni na zadovoljavajućem nivou. Sa druge strane, epidemiološke studije 

ukazuju na to da konzumiranje voća, povrća i žitarica štiti organizam od pojave 

hroničnih bolesti (Kruk, 2014; Kyrø i sar., 2013; Virtanen i sar., 2013; Yamada i 

sar., 2011). Voće i povrće sadrži veliku količinu antioksidanasa koji svojim 

sinergističkim dejstvom doprinose odbrani od oksidativnog stresa mnogo 

efikasnije od izolovanih i prečišćenih jedinjenja. Postojanje različitih jedinjenja sa 

antioksidativnim svojstvom u biljkama omogućava održavanje tzv. 

“antioksidativnog lanca” – nakon neutralizacije slobodnih radikala antioksidans se 

reciklira zahvaljujući sledećem antioksidansu u lancu (Rafieian-Kopaei i sar., 

2013). Kod upotrebe pojedinačnih ili kombinovanih antioksidanasa dolazi do 

prekida u pomenutom lancu zbog čega terapija sintetičkim antioksidansima ne 

može zameniti konzumiranje hrane bogate antioksidansima. 

Prirodni polifenoli su najzastupljenija grupa antioksidanasa u ljudskoj 

ishrani. Do sada je identifikovano preko 8000 polifenolnih jedinjenja. Polifenoli 

predstavljaju sekundarne metabolite koji biljkama pružaju zaštitu od UV zračenja, 

oksidativnog stresa i raznih patogena (Beckman, 2000). Na osnovu broja fenolnih 

prstenova i strukturnih elemenata koji ih povezuju polifenoli se klasifikuju na 

fenolne kiseline (derivati hidroksibenzoeve kiseline i derivati hidroksicinaminske 

kiseline), flavonoide (antocijanini, flavonoli, flavanoli, flavanoni, flavoni i 

izoflavoni), lignane i stilbene (Pietta i sar., 2003). Procenjeni dnevni unos 

polifenola putem hrane iznosi oko 1g (Chun i sar., 2007; Ovaskainen i sar., 2008). 

Iskoristljivost ovih bioaktivnih komponenti zavisi od načina pripreme, digestije u 

gastrointestinalnom traktu, njihove apsorpcije u crevima i metabolizma (Scalbert i 

Williamson, 2000). Tokom procesa apsorpcije polifenoli prolaze proces hidrolize 

od strane enzima i mikroflore u crevima, konjugacije u intestinalnim ćelijama i na 

kraju u jetri podležu metilaciji, sulfaciji ili glukuronidaciji nakon čega dospevaju i 

akumuliraju se u ciljnim tkivima gde ostvaruju svoja biološka svojstva (Scalbert i 

sar., 2002). Pored antioksidativnog dejstva, polifenoli imaju i antialergijsko, 
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antiinflamatorno, antiviralno, antimikrobijalno, antiproliferativno, antimutageno, 

antikancerogeno dejstvo, učestvuju u regulaciji ćelijskog ciklusa, apoptoze, 

aktivnosti enzima antioksidativne zaštite. Polifenoli takođe učestvuju u regulaciji 

važnih signalnih puteva u ćeliji, kao što su NFκB, ERK, PI3K/Akt, MAPK i Nrf-2 

(Han i sar., 2007). 

1.4.2. Fitoterapija u tretmanu dijabetesa  

Epidemiološke razmere dijabetesa širom sveta ukazuju na neophodnost 

iznalaženja efikasnijih lekova za tretman ovog kompleksnog oboljenja (Zimmet i 

sar., 2001). Iako je povećana koncentracija glukoze u krvi glavni parametar za 

definisanje ove bolesti, kontrola glikemije je samo jedan aspekt integrisane 

kontrole dijabetesa koja obuhvata, kako preventivne mere usmerene ka velikom 

broju patogenih faktora koji dovode do razvoja dijabetesa, tako i prevenciju i 

lečenje pratećih komplikacija bolesti (Vennos i Uehlinger, 2010). Naime, sve više 

dostupnih lekova za tretman dijabetesa omogućava produženje životnog veka 

obolelih što iziskuje adekvatan tretman komplikacija koje se razvijaju kod 

dijabetičara. Pored toga, hronična priroda bolesti zahteva integrativan i dugotrajan 

pristup zbog čega nije dovoljno obezbediti samo efikasnost terapije već i 

bezbednost i toleranciju na lekove koji se koriste. 

Kako lečenje dijabetesa bez neželjenih posledica još uvek predstavlja veliki 

izazov, to je upotreba biljnih lekova (fitoterapeutika) u tretmanu dijabetesa u 

ekspanziji zbog efikasnosti, manje neželjenih efekata kao i zbog značajno nižih 

troškova. Fitoterapeutici sadrže složenu mešavinu različitih hemijskih jedinjenja u 

relativno malim koncentracijama. Zahvaljujući sinergističkim, antagonističkim i 

aditivnim interakcijama između pojedinih komponenti fitoterapeutici deluju na 

različite patogene mehanizme na više različitih nivoa i ostvaruju pozitivan efekat u 

tretmanu dijabetesa i pratećih komplikacija (Vennos i sar., 2013). 

Poznato je da se lekovite biljke koriste za lečenje različitih oboljenja. Tako je 

zabeleženo preko 1200 biljaka koje se u narodnoj medicini brojnih zemalja koriste 

za lečenje dijabetesa zbog navodnog hipoglikemijskog efekta (Kesari i sar., 2007). I 

pored toga što biljke predstavljaju pravo skriveno bogatstvo potencijalno korisnih 

prirodnih proizvoda koji se mogu koristiti za kontrolu dijabetesa do sada je mali 
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broj njih detaljno istražen. Lekovite biljke koje su najviše izučavane i koje su se 

pokazale kao najefikasnije u tretmanu dijabetesa i pratećih komplikacija su 

Gentiana olivieri griseb (Gentianaceae), Bauhinia forficata koeingii (Leguminosae), 

Eugenia jambolana L. (Myrtaceae), Lactuca indica L. (Compositae), Mucuna 

pruriens Bak. (Leguminosae), Tinospora cordifolia W. (Menispermaceae), 

Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), Aporosa lindleyana Baill (Euphorbiaceae), 

Myrtus communis L. (Myrtaceae), Rhizoma Polygonati Odorati (Liliaceae), i 

Terminalia pallida Brand. (Combretaceae) (Jung, M. i sar., 2006). Najčešće 

korišćene biljke u tretmanu dijabetesa u Srbiji su kičica (Centaurium erythraea 

Rafn), kopriva (Urtica dioica L.) i ždraljevina (Galega officinalis L.) (Jančić, 1988), a 

takođe se koristi i lišće crnog duda (Morus nigra), koren maslačka (Taraxacum 

officinale), koren cikorije (Cichorium intybus) i mahune pasulja (Phaseolus vulgaris) 

(Pelagić, 1973). 

Kičica (Centaurium erythraea Rafn) je jednogodišnja ili dvogodišnja zeljasta 

biljka iz porodice lincura (Gentianacea), u narodu poznata i kao crveni kantarion, 

ger, gorka kitica, gorko zelje, grozničavka, mali stozlatnik. Naziv biljke potiče od 

grčke reči “Κένταυρος”, Kéntauros jer je prema grčkoj legendi kentaur Hiron 

koristio kičicu za lečenje rana nanetih otrovnim strelama (Culpeper, 1995). 

Kičica poseduje čvrsto, skoro četvrtasto, šuplje stablo visine 30-40 cm koje 

se grana na vrhu. Prizemni listovi su izduženi, obrnuto jajastog oblika, raspoređeni 

unakrsno u pršljenove. Listovi na stabljici su naspramni, duguljasto lancetasti, 

sedeći, po obodu celi i glatki. Cvetovi su petodelni, ružičasti, sakupljeni u štitaste 

cvasti na vrhu grančica i stabljike. Cveta tokom leta (Tucakov, 2014). Prirodno 

stanište kičice obuhvata područje od Velike Britanije i Severne Irske na zapadu do 

Bliskog Istoka i Pakistana na istoku i južno do severnih delova  frike. Zbog svojih 

lekovitih svojstava naturalizovana je u mnogim delovima sveta, uključujući 

 ustraliju, Novi Zeland, Kanadu, S D i neke delove Srednje i Južne  merike. Kičica 

raste na otvorenim staništima, kao što su obodi šuma, livade, suvi pašnjaci, a često 

se nalazi i na krečnjačkom tlu i u vlažnim, peskovitim depresijama (Lansdown, 

2013). 



38 
 

 

Slika 1.5. Kičica (Centaurium erythraea Rafn) u prirodi. Fotografisao dr Branislav Šiler, 
viši naučni saradnik Instituta za biološka istraživanja „Siniša Stanković“. 

Kičica ima širok spektar delovanja (lat. centum = stotina, aurum = zlato – 

biljka od stotinu zlatnika) pa se podjednako i raznovrsno koristi u narodnoj 

medicini i u naučnim istraživanjima. Upotreba kičice u narodnoj medicini je 

opisana u 23 različite zemlje, a 2004. godine je proglašena biljkom godine (Šiler i 

Mišić, 2016). Kičica i druge biljke iz porodice lincura se koriste kao prirodna aroma 

prilikom pravljenja različitih alkoholnih i bezalkoholnih pića. Esencija kičice se 

koristi za ublažavanje probavnih smetnji i za lečenje žutice, rana, kolika i 

dijabetesa (Blaschek i sar., 2006). U našoj zemlji kičica se tradicionalno koristi za 

lečenje nadutosti, čireva na želucu, laringitisa, problema sa varenjem, dijabetesa, 

groznice kao i za poboljšanje apetita (Jarić i sar., 2015; Zlatković i sar., 2014). 

Nadzemni delovi biljke imaju laksativni, diuretički, sedativni, antipiretički, 

analgetički, antioksidativni i antihelmintički efekat a koriste se i za smanjenje 

krvnog pritiska i zapaljenskih procesa (Loizzo i sar., 2008; Šiler i sar., 2014; 

Valentao i sar., 2001). Fitohemijskim ispitivanjem kičice identifikovana su brojna 

biološki aktivna jedinjenja, kao što su sekoiridoidni glikozidi, flavonoidi i ksantoni 

koji ispoljavaju antidijabetogena i antioksidativna svojstva (Aberham i sar., 2011; 

Kumarasamy i sar., 2003; Stefkov i sar., 2014). Pokazano je da hloroformski 

ekstrakt kičice inhibira aktivnost α-amilaze i α-glukozidaze (Loizzo i sar., 2008). 

Vodeno-alkoholni ekstrakt nadzemnih delova kičice deluje preventivno na razvoj 

insulinske rezistencije i ima hipoglikemijski i hipolipidemijski efekat (Hamza i sar., 

2010; Hamza i sar., 2011). Ekstrakt pripremljen od listova kičice ublažava 

oksidativni stres i oštećenja β-ćelija pankreasa tako što doprinosi očuvanju 

aktivnosti enzima antioksidativne zaštite (Sefi i sar., 2011). 
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2. HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

Savremena terapija dijabetesa uključuje upotrebu insulina i lekova sa 

hipoglikemijskim dejstvom kao i korekciju ishrane. Svoj antidijabetogeni efekat 

različiti lekovi ostvaruju stimulacijom sekrecije insulina, povećanjem periferne 

apsorpcije glukoze, odlaganjem apsorpcije glukoze u crevima, ili smanjenjem 

procesa glukoneogeneze u jetri (Kane i sar., 2005). I pored značajnog napretka na 

polju lečenja dijabetesa postignuti rezultati su daleko od očekivanih. Vremenom 

pacijenti postaju rezistentni na pojedine tretmane, a sami lekovi mogu imati 

neželjene čak i toksične efekte, dok terapija insulinom nosi opasnost od pojave 

hipoglikemije koja je opasna po život obolelih.  

Pomenuta ogranic enja u lec enju dijabetesa podstakla su istraz ivanja u cilju 

poboljs anja aktuelne terapije. Jedan od najvec ih izazova u lec enju dijabetesa 

svakako su oporavak i oc uvanje funkcionalnih β-c elija. Imajuc i u vidu ulogu 

oksidativnog stresa u narušavanju strukture i funkcije β-ćelija pankreasa kao i 

razvoju pratećih komplikacija bolesti, primena antioksidanasa može imati značajna 

terapijska dejstva. Sʼ obzirom da upotreba aktuelnih antioksidanasa nije pružila 

željene rezultate u tretmanu dijabetesa sve više se istražuju efekti preparata na 

bazi biljaka koji ispoljavaju antioksidativna svojstva. Biljni preparati sadrže 

složenu kombinaciju polifenolnih jedinjenja koja međusobnim sinergističkim, 

antagonističkim i aditivnim interakcijama mogu da doprinesu odbrani od 

oksidativnog stresa. Kako ova jedinjenja nastaju kao proizvod sekundarnog 

metabolizma biljaka pa se stoga ne mogu sintetisati u ljudskom organizmu, ishrana 

obogaćena biljnim polifenolima može u velikoj meri da utiče na prevenciju i 

ublažavanje simptoma bolesti. Pored toga, biljni preparati ispoljavaju i manje 

neželjenih efekata (Dinić i sar., 2013b). 

Kičica (Centaurium erythraea Rafn) je jednogodišnja ili dvogodišnja zeljasta 

biljka iz porodice lincura (Gentianacea) koja ispoljava širok spektar delovanja zbog 

čega se koristi i u narodnoj medicini i u naučnim istraživanjima. U našoj zemlji 

kičica se tradicionalno koristi za lečenje različitih oboljenja uključujući i dijabetes. 

Fitohemijskim ispitivanjem kičice identifikovana su brojna biološki aktivna 
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jedinjenja koja ispoljavaju antidijabetogena i antioksidativna svojstva. Pokazano je 

da tretman ekstraktom kičice smanjuje oksidativni stres i oštećenja β-ćelija 

pankreasa kod životinja sa eksperimentalno izazvanim dijabetesom, ali mehanizmi 

ovakvog efekta kičice nisu još uvek razjašnjeni. Imajući u vidu navedeno, osnovni 

cilj ove doktorske disertacije bio je rasvetljavanje molekularnih mehanizama 

antioksidativnog i protektivnog dejstva ekstrakta kičice koji doprinose očuvanju 

strukture i funkcije β-ćelija pankreasa i ublažavanju komplikacija u 

eksperimentalnom modelu dijabetesa pacova. Razumevanje ovih mehanizama 

može otvoriti nove mogućnosti za potencijalna terapijska delovanja u 

identifikovanim kritičnim tačkama. 

U skladu sa postavljenim opštim ciljem definisani su neposredni ciljevi 

doktorske disertacije: 

 Karakterizacija fitohemijskog sastava ekstrakta kičice (EK) i analiza 

antioksidativnog potencijala EK u in vitro uslovima određivanjem sadržaja 

ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktu kao i analizom kvalitativnog i 

kvantitativnog sastava EK upotrebom UHPLC-qqqMS sistema. Antioksidativni 

potencijal EK biće utvrđen ispitivanjem sposobnosti neutralizacije DPPH• 

radikala, redukujućeg potencijala ekstrakta, helacije Fe2+ kao i ispitivanjem 

sposobnosti neutralizacije H2O2 i NO•; 

 Ispitivanje uticaja EK na sistemski oksidativni stres kod pacova na model 

sistemu dijabetesa izazvanom višekratnim injeciranjem rastvora 

streptozotocina (STZ). Određivanjem stepena glikacije i glikozilacije, nivoa 

lipidne peroksidacije, odnosa GSH/GSSG i nivoa S-glutationilacije, kao i 

određivanjem aktivnosti enzima antioksidativne zaštite (C T, GPx, GR, SOD) u 

eritrocitima pacova ispitaće se potencijalna uloga EK u zaštiti eritrocita od 

gliko-oksidativnih oštećenja.  nalizom koncentracije α2 makroglobulina i 

aktivnosti  kt kinaze, parametara koji korelišu sa agregacijom i 

deformabilitetom eritrocita ispitaće se uticaj ekstrakta na funkcionalne 

parametre ovih ćelija; 
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 Ispitivanje antioksidativnog efekta EK u jetri i bubregu dijabetičnih 

pacova određivanjem stepena oksidativnog oštećenja DNK, lipida i proteina 

kao i aktivnosti enzima antioksidativne zaštite u jetri i bubregu pacova. 

 Ispitivanje efekta EK na strukturne i funkcionalne parametre 

Langerhansovih ostrvaca dijabetičnih pacova rutinskom histološkom 

analizom kao i imunohistohemijskom analizom prisustva insulina, glukagona, 

somatostatina, GLUT-2 i p-Akt kinaze; 

 Ispitivanje protektivnog efekta EK na Rin-5F β-ćelije u uslovima 

oksidativnog stresa izazvanog primenom vodonik peroksida, natrijum 

nitroprusida i streptozotocina analizom uticaja EK na preživljavanje i 

funkcionalnost ćelija, opšte parametre oksidativnog stresa kao i na ekspresiju 

enzima antioksidativne zaštite; 

 Ispitivanje uticaja EK na aktivnost regulatora transkripcije gena za 

enzime antioksidativne zaštite analizom prisustva p-NFκB-p65, FOXO3A, 

Sp1 i Nrf-2 proteina u jedarnim frakcijama Rin-5F ćelija tretiranih STZ-om; 

 Ispitivanje efekta EK na regulatorne mehanizme uključene u puteve 

preživljavanja kao i sekreciju insulina unutar β-ćelija analizom prisustva 

fosforilisanih (aktivnih) formi  kt, ERK i p38 kinaza u lizatima ćelija, kao i 

prisustva PDX-1 i Maf  u jedarnim frakcijama ćelija tretiranih STZ-om. 
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3. MATERIJAL I METODE 

3.1. Biljni materijal 

Biljni materijal za pripremu metanolnog ekstrakta kičice (EK) sakupljen je 

2010. godine na lokalitetu  ndrijevica (Crna Gora; 42° 44′ 26′′ S, 19° 48′ 12′′ I). 

 utentičnost biljnog materijala na terenu potvrdio je dr Branislav Šiler, viši naučni 

saradnik Odeljenja za fiziologiju biljaka Instituta za biološka istraživanja “Siniša 

Stanković” u Beogradu. Sakupljeni biljni materijal je osušen do konstantne mase u 

sušnici sa stalnim protokom vazduha na sobnoj temperaturi i čuvan u papirnim 

vrećama, nepropustljivim za svetlost. 

3.2. Priprema metanolnog ekstrakta kičice 

Za pripremu metanolnog EK korišćeni su nadzemni delovi biljke. Osušeni 

biljni materijal je usitnjen u avanu do sitnog praha pomoću tečnog azota. 

Ekstrakcija sprašenog materijala izvršena je na sobnoj temperaturi preko noći, u 

mraku, u 96% metanolu u odnosu 1/5 (w/v), nakon čega je uzorak sonifikovan 

20 min u ultrazvučnom kupatilu (Sonorex Super, Bandelin, Germany) i pročišćen 

propuštanjem kroz celulozni filter-papir (Whatman No. 1). Pročišćeni ekstrakt je, 

zatim, uparen do suvog u rotacionom vakuum uparivaču (Eppendorf Concentrator 

5301, Germany) na temperaturi 30 – 45oC i čuvan u mraku na +4oC do dalje 

upotrebe. Ukupan prinos ekstrakcije iznosio je 14,09 ± 2,60%. 

3.3. Spektrofotometrijsko određivanje sadržaja ukupnih fenola i 

ukupnih flavonoida u ekstraktu kičice 

Sadržaj ukupnih fenola u EK određivan je spektrofotometrijskom metodom 

sa Folin Ciocalteu (FC) reagensom (Singleton i Rossi, 1965). Metoda se zasniva na 

kolorimetrijskoj reakciji FC reagensa sa fenoksidnim anjonom, koji nastaje 

disocijacijom polifenolnih jedinjenja. Tom prilikom se fenoksidni jon oksiduje dok 

se žuto obojeni FC reagens redukuje do plavo obojenih jona. Reakciona smeša je 

pripremljena mešanjem 0,2 mL EK rastvorenog u metanolu (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 
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0,5; 1 mg/mL) i 1 mL 10% FC reagensa (Institut Mol, Stara Pazova, Srbija). Nakon 

4 min inkubacije na sobnoj temperaturi u smešu je dodato 0,8 mL 7,5% rastvora 

NaHCO3 i smeša je dodatno inkubirana 2 sata na sobnoj temperaturi u mraku. 

 psorbanca reakcione smeše u odnosu na slepu probu pripremljenu sa metanolom 

merena je na 765 nm (Evolution 600 UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Electron 

Corporation, Waltham, M , US ). Sadržaj ukupnih fenola u ekstraktu određen je 

očitavanjem sa standardne krive formirane na osnovu vrednosti apsorbance 

standarda galne kiseline u opsegu koncentracija 0,01 – 1 mg/mL rastvorene u 

metanolu. Rezultati su izraženi u ekvivalentima galne kiseline (µg EGK/mL 

ekstrakta, odnosno mg EGK/g suvog ekstrakta (SE)). 

Sadržaj ukupnih flavonoida u EK određivan je spektrofotometrijskom 

metodom sa aluminijum hloridom (Djeridane i sar., 2006). Metoda se zasniva na 

formiranju stabilnog kompleksa između aluminijuma i C-4 keto-grupe, odnosno 

C-3 ili C-5 hidroksil-grupe flavona i flavonola. Reakciona smeša je pripremljena 

mešanjem 1 mL EK rastvorenog u metanolu (0,01; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 mg/mL) i 

1 mL 2% metanolnog rastvora aluminijum hlorida.  psorbanca reakcione smeše u 

odnosu na slepu probu merena je nakon jednog sata inkubacije na sobnoj 

temperaturi na 430 nm. Sadržaj ukupnih flavonoida određen je očitavanjem sa 

standardne krive formirane na osnovu vrednosti apsorbance standarda kvercetina 

u opsegu koncentracija 0,01 – 1 mg/mL rastvorenog u metanolu. Rezultati su 

izraženi u ekvivalentima kvercetina (µg EKV/mL ekstrakta, odnosno mg EKV/g 

SE). 

3.4. UHPLC/DAD/qqqMS analiza sadržaja fenolnih jedinjenja i 

sekoiridoida 

Hromatografsko razdvajanje ekstrakta je urađeno na Dionex Ultimate 3000 

UHPLC sistemu (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) u čijem se sklopu 

nalazi binarna pumpa, vakuum degaser, termostat za kolone, auto-sempler i 

UV/VIS detektor (DAD, eng. diode array detector). UHPLC sistem je povezan sa 

trostrukim kvadripolnim (eng. triple-quadrupole) masenim spektrometrom (TSQ 

Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) koji 
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funkcioniše po principu elektron sprej jonizacije (HESI, eng. heated electrospray 

ionization). Hromatografsko razdvajanje je urađeno na Hypersil gold C18 koloni 

(50 x 2,1 mm) sa veličinom čestica od 1,9 m (Thermo Fisher Scientific, USA), koja 

je termostatirana na 30C. Mobilna faza, koja se sastoji od (A) 0,01% rastvora 

sirćetne kiseline i (B) acetonitrila, eluirana je prema sledećem gradijentu: 5-20% B 

u prvih 3 min; 20-40% B od 3 do 5 min; 40-50% B od 5 do 7,5 min; 50-60% B u 

periodu od 7,5-8,5 min; 60-95% B od 8,5 do 10,5 min; 95% B do 11,5 min; 95% do 

5% B od 11,5 do 12 min; i na kraju 5% B do 15 min. Protok je podešen na 

0,4 mL min-1, dok je injekciona zapremina bila 10 μL. DAD podaci su prikupljeni na 

talasnim dužinama od = 260 i = 320 nm. Sve analize su urađene sa rastvorima 

odgovarajuće čistoće (eng. MS-grade) (Fisher Scientific UK, Leics, UK). Chromeleon 

softver (verzija 2.1) je korišćen za kontrolu UHPLC instrumenta. 

Temperatura jonske probe (eng. vaporizer temperature) masenog 

spektrometra je podešena na 350oC. HESI proba je podešena na sledeće parametre: 

voltaža 3510 V, pritisak nosećeg gasa (N2) 28 AU (arbitrarne jedinice; eng. 

arbitrary units), pritisak gasa u jonskom izvoru 0 AU, pritisak auksilarnog gasa 

4 AU, temperatura kapilare 270°C, podešavanje jonskih sočiva 0 V i NLS (eng. 

neutral loss scanning). U eksperimentima fragmentacije tokom SRM (eng. selected 

reaction monitoring) analize, disocijacija molekula je indukovana kolizijom (CID, 

eng. collision-induced dissociation), pri čemu je energija kolizione ćelije (cE) 

podešena na 30 eV, osim u slučaju sekoirodida gde je cE bila 20 eV. Sva jedinjenja, 

osim ksantona, analizirana su u negativnom jonizacionom modu. Xcalibur softver 

(verzija 2.1) je korišćen za kontrolu instrumenta, prikupljanje i obradu podataka. 

Kvantifikacija jedinjenja urađena je metodom eksternog standarda. 

Standardi fenola (p-kumarna, sinapinska, kafeinska i ferulinska kiselina, luteolin, 

apigenin, rutin, kvercetin, izokvercitrin, astragalin, kempferol, naringenin i 

mangiferin) su komercijalno nabavljeni od Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). 

Standardi sekoiridoida, svercijamarina, sverozida i genciopikrina (čistoća 98%) su 

kupljeni od firme Oskar Tropitzsch (Germany), dok su loganin i sekologanin 

nabavljeni od firme Sigma-Aldrich. 

Rastvori standarda su pripremljeni rastvaranjem 1 mg čiste supstance u 

1 mL metanola. Stokovi standarda su razblaženi do koncentracije 100 μg mL-1 
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metanola. Kalibracioni nivoi su dobijeni rastvaranjem stoka standarda metanolom, 

najniža koncentracija je 1 ng mL-1. Linearna regresiona analiza kalibracionih kriva 

je pokazala odličnu linearnost uz korelacione koeficijente u opsegu od r= 0,990 do 

r= 0,999; p < 0,001. Ukupna količina jedinjenja u uzorcima je izražena u jedinicama 

μg po mg suvog ekstrakta (μg mg-1 SE). Koncentracija ksantona je izračunata na 

osnovu kalibracione krive za mangiferin, a prema postupku koji je ranije opisan 

(Šiler i sar., 2014). 

3.5. Ispitivanje antioksidativnog potencijala ekstrakta kičice u in vitro 

eksperimentalnim uslovima 

3.5.1. Sposobnost neutralizacije DPPH• radikala 

Sposobnost neutralizacije 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH•) radikala 

određivana je spektrofotometrijskom metodom (Blois, 1958). DPPH• je stabilan 

slobodni radikal čiji se rastvor karakteriše ljubičastom bojom sa maksimumom 

apsorpcije na 517 nm. U prisustvu jedinjenja koja deluju kao donori vodonika 

ljubičasti rastvor DPPH• se redukuje do žuto obojenog DPPH-H. Reakciona smeša je 

pripremljena mešanjem 0,2 mL EK rastvorenog u metanolu (0,01 – 1 mg/mL) sa 

0,8 mL Tris-HCl (100 mM; pH 7,4) i 1 mL etanolnog rastvora DPPH (250 µM). 

Pripremljena je i pozitivna kontrola koja je umesto EK sadržala metanolni rastvor 

askorbinske kiseline u istim koncentracijama. Slepa proba pripremljena je 

dodavanjem metanola u reakcionu smešu umesto uzorka.  psorbanca reakcione 

smeše na 517 nm merena je nakon 20 min inkubacije na sobnoj temperaturi u 

mraku. Procenat neutralizacije DPPH• radikala računat je prema sledećoj formuli: 

             
      

  
    , 

u kojoj Ac predstavlja apsorbancu etanolnog rastvora DPPH a Auz apsorbancu 

rastvora DPPH sa EK, odnosno askorbinskom kiselinom. 

3.5.2. Ispitivanje redukujućeg potencijala ekstrakta kičice 

Za određivanje ukupnog redukujućeg potencijala EK korišćena je metoda sa 

kalijum-fericijanidom i gvožđe-hloridom (Oyaizu, 1986). Metoda se zasniva na 



46 
 

reakciji antioksidansa sa kalijum-fericijanidom (Fe3+) pri čemu nastaje 

kalijum-ferocijanid (Fe2+), koji u reakciji sa gvožđe-hloridom daje obojeni 

kompleks čiji je maksimum apsorpcije na 700 nm. Reakciona smeša je 

pripremljena mešanjem 0,5 mL EK rastvorenog u metanolu (0,01 – 1 mg/mL), 

odnosno askorbinske kiseline u istim koncentracijama kao pozitivne kontrole, sa 

0,5 mL 0,2 M kalijum-fosfatnog (K2H/KH2PO4) pufera (pH 6,6) i 0,5 mL 1% 

rastvora kalijum-fericijanida. Reakciona smeša je inkubirana 20 min na 50oC, 

nakon čega je dodato 0,5 mL 10% trihlorsirćetne kiseline (TC ). Smeša je 

centrifugirana na 800 x g, (Eppendorf 5415R centrifuga) 20 min, a zatim je 1 mL 

supernatanta pomešan sa 1 mL destilovane vode i 0,1 mL 0,1% gvožđe-hlorida. 

 psorbanca reakcione smeše na 700 nm u odnosu na slepu probu pripremljenu sa 

destilovanom vodom merena je nakon 10 min inkubacije na sobnoj temperaturi. 

Rezultat je prikazan kao zavisnost apsorbance od koncentracije EK, odnosno 

askorbinske kiseline. 

3.5.3. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije vodonik peroksida 

Sposobnost neutralizacije H2O2 određivana je spektrofotometrijskim 

praćenjem promene apsorbance rastvora H2O2 na 230 nm (Ruch i sar., 1989). Po 

0,5 mL EK rastvorenog u metanolu (0,01 – 1 mg/mL), odnosno askorbinske 

kiseline u istim koncentracijama kao pozitivne kontrole, pomešano je sa 1,2 mL 

40 mM rastvora H2O2 u 50 mM K2H/KH2PO4 puferu (pH 7,4). U isto vreme su 

pripremljene i smeše odgovarajućih koncentracija ekstrakta, odnosno askorbinske 

kiseline, sa fosfatnim puferom bez H2O2.  psorbanca reakcione smeše na 230 nm u 

odnosu na slepu probu merena je nakon 10 min inkubacije. Procenat neutralizacije 

H2O2 računat je prema sledećoj formuli: 

                      
          

  
    , 

gde je A1 – apsorbanca fosfatnog pufera sa H2O2; A2 – apsorbanca uzorka u 

fosfatnom puferu sa H2O2; A3 – apsorbanca uzorka u fosfatnom puferu bez H2O2. 
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3.5.4. Ispitivanje sposobnosti neutralizacije azot oksida 

Sposobnost neutralizacije NO• određivana je spektrofotometrijskom 

metodom po Garrat-u (Garratt, 1964). Metoda se zasniva na određivanju količine 

nitrata i nitrita koji nastaju u reakciji NO• oslobođenog iz vodenog rastvora 

natrijum nitroprusida (eng. sodium nitroprusside; SNP) na fiziološkoj pH vrednosti, 

sa kiseonikom. Količina nitrata i nitrita nastalih u reakciji određuje se 

Griess-Ilosvay reakcijom. Reakciona smeša je pripremljena mešanjem 2 mL 10 mM 

rastvora SNP-a u 0,1 M K2H/KH2PO4 puferu (pH 7,4) i 0,5 mL EK rastvorenog u 

metanolu (0,01 – 1 mg/mL), odnosno kurkumina kao pozitivne kontrole u istim 

koncentracijama. Smeša je inkubirana 150 min na 25oC, nakon čega je 1 mL smeše 

pomešan sa 1 mL Griess reagensa, koji se priprema tako što se u 0,33% rastvor 

sulfonilamida u 20% sirćetnoj kiselini nakon 5 min doda jednaka količina 0,1% 

naftiletilendiamin dihlorida.  psorbanca reakcione smeše na 540 nm merena je 

nakon inkubacije 30 min na 25oC. Procenat neutralizacije NO• računat je prema 

sledećoj formuli:  

                     
     

  
    , 

gde je A0 apsorbanca uzorka pre a A1 apsorbanca uzorka nakon reakcije sa Griess 

reagensom. 

3.5.5. Ispitivanje sposobnosti helacije gvožđa (Fe2+) 

Sposobnost helacije Fe2+ jona određivana je spektrofotometrijskom 

metodom po Dinis-u (Dinis i sar., 1994). Metoda se zasniva na formiranju crveno 

obojenog kompleksa između ferozina i Fe2+ jona, koji u reakciji nastaju od FeSO4, i 

smanjenju intenziteta boje u prisustvu helirajućih supstanci. Reakciona smeša je 

pripremljena mešanjem 0,5 mL 0,125 mM FeSO4 i 0,5 mL EK rastvorenog u 

metanolu (0,01 – 1 mg/mL), odnosno EDTA kao pozitivne kontrole u istim 

koncentracijama. Smeša je inkubirana 2 min na sobnoj temperaturi u mraku, a 

zatim je dodato 0,5 mL 0,3125 mM ferozina. U isto vreme su pripremljene i smeše 

odgovarajućih koncentracija ekstrakta, odnosno EDT , sa 1 mL vode.  psorbanca 

reakcione smeše na 562 nm merena je nakon vorteksovanja i inkubacije 10 min na 

sobnoj temperaturi. Procenat helacije Fe2+ jona računat je prema sledećoj formuli: 
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    , 

gde je A0 – apsorbanca slepe probe pripremljene sa vodom, A1 – apsorbanca uzorka 

u smeši sa FeSO4 i ferozinom, A3 – apsorbanca uzorka u smeši sa vodom.  

3.6. Eksperimentalne životinje 

U eksperimentalnom radu korišćeni su albino mužjaci pacova soja Wistar 

starosti 2,5 meseca, težine 220-250 g, uzgajani u uzgajalištu Instituta za biološka 

istraživanja “Siniša Stanković” u Beogradu. Životinje su gajene u kontrolisanim 

uslovima, na temperaturi 22 ± 2oC, relativnoj vlažnosti vazduha 50% i definisanom 

dnevno-noćnom ciklusu sa smenom na 12 sati. Sve životinje su tokom izvođenja 

eksperimenta imale ad libitum pristup vodi i standardnoj laboratorijskoj hrani za 

glodare (Veterinarski zavod Subotica AD, Srbija). Svi eksperimenti u okviru ove 

disertacije urađeni su u skladu sa etičkim načelima Evropske komisije za zaštitu 

životinja 2010/63/EU i odobreni od strane Etičkog komiteta Instituta za biološka 

istraživanja “Siniša Stanković” (broj rešenja 2-14/10). 

3.6.1. Izazivanje eksperimentalnog modela dijabetesa 

Eksperimentalni model dijabetesa kod životinja izazvan je pomoću 

streptozotocina (STZ, MP Biomedicals LLC, Solon, OH, USA) koji je rastvaran u 

svežem natrijum-citratnom puferu (0,1 M; pH 4,5) i injeciran intraperitonealnim 

putem u dozi 40/mg/kg/dan tokom pet uzastopnih dana (O'Brien i sar., 1996). 

Višekratno injeciranje niskih koncentracija STZ-a izaziva ograničenu apoptozu 

β-ćelija što pokreće autoimunu reakciju koja uklanja preostale β-ćelije, simulirajući 

na taj način mehanizme koji leže u osnovi razvoja DT1 (Cardinal i sar., 2001). 

Razvoj dijabetesa kod životinja potvrđen je određivanjem nivoa glukoze u krvi 

uzetoj iz repne vene 24h nakon poslednje doze STZ-a. Pacovi sa nivoom glukoze 

višim od 20 mmol/L smatrani su dijabetičnim. 

3.6.2. Izbor doze ekstrakta kičice 

Za potrebe in vivo eksperimenta EK je rastvaran u destilovanoj vodi 

(10 mg/mL) i aplikovan oralnim putem u dozi 100 mg/kg. Prema literaturnim 
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podacima, EK je korišćen u dozi 125 – 500 mg/kg kod dijabetičnih pacova (Sefi i 

sar., 2011; Stefkov i sar., 2014), odnosno 2 g/kg kod dijabetičnih miševa (Hamza i 

sar., 2010; Hamza i sar., 2011). Do primenjene doze ekstrakta u ovoj disertaciji 

došlo se na osnovu upotrebe kičice u narodnoj medicini u Srbiji (dve kafene kašike 

kičice preliti sa 200 mL ključale vode, ostaviti da stoji 15 min, procediti i piti dva do 

tri puta na dan; izvor: http://www.mocbilja.rs/index.php/proizvod/caj-od-

nadzemnog-dela-kicice/). Empirijskim putem utvrđeno je da dve kafene kašike 

osušenog biljnog materijala teže 5 g. Prosečna težina osobe u Srbiji iznosi 79 kg, 

što daje prosečan dnevni unos 126,6 – 189,9 mg osušene biljne mase/kg, odnosno 

17,83 – 26,7 mg ekstrakta/kg telesne mase čoveka. Primenom faktora za korekciju 

doze između pacova i čoveka, koji iznosi 5,3 (Nair i Jacob, 2016), prosečan dnevni 

unos za pacova iznosi 94,54 – 141,5 mg ekstrakta/kg, pa je stoga za dalji rad 

izabrana doza ekstrakta od 100 mg/kg kao najoptimalnija.  

3.6.3. Formiranje eksperimentalnih grupa 

Eksperimentalne životinje su podeljene u pet grupa po sedam (n=7) 

životinja: 

 K – kontrolna grupa životinja koje su injecirane i.p. odgovarajućom 

zapreminom citratnog pufera; 

 K/EK – grupa životinja tretiranih EK koje su injecirane i.p. odgovarajućom 

zapreminom citratnog pufera; 

 D – grupa dijabetičnih životinja; 

 D/EK – grupa dijabetičnih životinja tretiranih EK tokom četiri nedelje od 

poslednje doze STZ-a. Ova grupa životinja označena je kao posttretirana 

grupa; 

 EK/D/EK – grupa dijabetičnih životinja kod kojih je tretman EK počeo dve 

nedelje pre prve doze STZ-a, trajao tokom izazivanja dijabetesa i još četiri 

nedelje nakon poslednje doze STZ-a. Ova grupa životinja označena je kao 

pretretirana grupa.  

http://www.mocbilja.rs/index.php/proizvod/caj-od-nadzemnog-dela-kicice/
http://www.mocbilja.rs/index.php/proizvod/caj-od-nadzemnog-dela-kicice/
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Telesne mase svih životinja merene su na početku i na kraju eksperimenta, 

neposredno pre žrtvovanja. Dodatno, telesne mase životinja iz grupa K/EK, D/EK i 

EK/D/EK merene su svakodnevno kako bi sve životinje primile odgovarajuću 

količinu ekstrakta. 

 

Slika 3.1. Šematski prikaz eksperimentalnih grupa životinja. Za opis grupa videti tekst 
iznad 

3.6.4. Priprema seruma i eritrocita 

Četiri nedelje nakon izazivanja dijabetesa životinje su žrtvovane brzom 

dekapitacijom i jedan deo krvi je sakupljan radi dobijanja seruma. Krv je ostavljena 

da koaguliše 20 min na sobnoj temperaturi a zatim centrifugirana na 2000 x g, 15 

min. Supernatant koji sadrži serum je izdvajan i čuvan na -80oC do korišćenja. 

Serum je korišćen za određivanje nivoa glukoze, insulina, triglicerida, kreatinina, 

uree, aktivnosti alanin i aspartat aminotransferaza (ALT i AST, redom), stepena 

glikacije proteina. 

Drugi deo krvi je sakupljan u epruvete sa antikoagulansom heparinom 

(1000 IU heparina) i centrifugiran na 2000 x g, 10 min. Izdvojena plazma u vidu 

supernatanta je alikvotirana i čuvana na -80oC do korišćenja. Nakon izdvajanja 

plazme talog eritrocita je ispiran tri puta sa tri volumena hladnog rastvora NaCl 

(0,9 %) sa centrifugiranjem između (2000 x g, 10 min). Isprani eritrociti su zatim 

rastvoreni u tri zapremine destilovane vode (+4oC, 30 min na ledu). Lizati 

eritrocita su korišćeni za određivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaštite 

(Poglavlje 3.13.), nivoa lipidne peroksidacije (Poglavlje 3.9.), nivoa hemoglobina 

(Hb) i glikozilovanog hemoglobina (GlyHb) (Poglavlje 3.6.7.) i nivoa glikozilacije 

proteina. Za određivanje odnosa redukovanog i oksidativnog glutationa 

(GSH/GSSG) i nivoa S-glutationilovanih proteina (GSSP) lizati eritrocita su mešani 

sa 5% rastvorom sulfosalicilne kiseline (SSA) u odnosu 1:1 (v/v), inkubirani 5 min 
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na sobnoj temperaturi i centrifugirani na 8000 x g, 5 min. Supernatant je 

neutralizovan dodavanjem trietanol amina (50 µL 4M TEA na 1 mL supernatanta) i 

korišćen za određivanje odnosa GSH/GSSG (Poglavlje 3.11.), dok je talog korišćen 

za određivanje nivoa GSSP (Poglavlje 3.12.). 

3.6.5. Izolacija i priprema organa 

Repni deo pankreasa, u kome se nalazi najveći broj Langerhansovih 

ostrvaca, je nakon žrtvovanja izdvojen za histološke analize. 

Nakon izolacije pankreasa izolovani su jetra i bubreg i merena je njihova 

masa. Jedan deo tkiva izdvojen je za pripremu komet eseja (Poglavlje 3.10.). Tkivo 

je sukcesivno usitnjavano u hladnom HBBS puferu (1 mM CaCl2; 5 mM KCl; 0,4 mM 

KH2PO4; 0,5 mM MgCl2x6H2O; 0,4 mM MgSO4x7H2O; 140 mM NaCl; 4 mM NaHCO3; 

0,3 mM Na2HPO4x7H2O; 6 mM D-glukoza) koji je sadržao 20mM EDTA i 10% DMSO 

(dimetilsulfoksid). Tkivo je najpre isečeno na krupne komade, pufer u kome je 

sečeno je uklanjan a nakon dodavanja svežeg pufera ceo proces je ponavljan. Treći 

put je tkivo usitnjeno na fine komadiće i iz suspenzije je uzeto po 10 µL po uzorku. 

Jedan deo tkiva jetre i bubrega izdvojen je za pripremu ukupnih 

homogenata. Tkivo (0,5 g jetre; 0,3 g bubrega) je najpre mehanički usitnjeno a 

zatim homogenizovano u ručnom staklenom homogenizeru na +4oC u 10 

zapremina saharoznog pufera (0,25 M saharoza; 0,1 M EDTA; 0,05 M Tris-HCl, pH 

7,4). Nakon sonifikacije (tri puta po 15 sek/20 kHz/+4oC) izdvajano je po 0,5 mL 

homogenata i centrifugirano na 10000 x g, 15 min/+4oC. Supernatant je mešan sa 

5% rastvorom SSA u odnosu 1:1 (v/v), inkubiran 5 min na sobnoj temperaturi a 

zatim centrifugiran na 8000 x g, 5 min/+4oC. Dobijeni talog je korišćen za 

određivanje nivoa GSSP (Poglavlje 3.12.). Preostali homogenat tkiva centrifugiran 

je na 100000 x g, 90 min/+4oC i supernatanti su alikvotirani za određivanje 

aktivnosti enzima antioksidativne zaštite (Poglavlje 3.13.) i imunoblot analizu 

(Poglavlje 3.14.) i zamrzavani na -80oC do korišćenja. 

Jedan deo tkiva jetre i bubrega izdvojen je za određivanje odnosa GSH/GSSG 

(Poglavlje 3.11.). Tkivo je mehanički usitnjeno a zatim homogenizovano u ručnom 

staklenom homogenizeru na +4oC u 5 zapremina fosfatnog pufera (100 mM 

NaH2PO4; 1 mM EDTA; pH 7,5). Homogenat je centrifugiran na 10000 x g, 
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15 min/+4oC, a zatim je supernatant pomešan sa istom zapreminom 5% SSA, 

vorteksovan i inkubiran 5 min na sobnoj temperaturi. Uzorci su zatim 

centrifugirani na 5000 x g, 5 min a supernatanti su neutralizovani dodavanjem 

50 µL 4M TEA na 1 mL supernatanta. Tako pripremljeni uzorci su alikvotirani i 

zamrzavani na -80oC do korišćenja. 

Jedan deo tkiva jetre i bubrega izdvojen je za pripremu 10% homogenata u 

1,15% rastvoru KCl za određivanje nivoa lipidne peroksidacije (Poglavlje 3.9.). 

Ostatak tkiva je zamrznut u tečnom azotu i čuvan na -80oC. 

3.6.6. Biohemijska analiza seruma 

Koncentracija glukoze, triglicerida, kreatinina, BUN-a i aktivnosti ALT i AST 

određivani su u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku “INEP” (Institut za primenu 

nuklearne energije, Beograd). 

Nivo glukoze određivan je spektrofotometrijski GOD-PAP enzimskom 

metodom. Metoda se zasniva na oksidaciji aldehidne grupe glukoze od strane 

enzima glukozo oksidaze. Tom prilikom nastaje H2O2 koji u reakciji sa fenolom i 

4-aminoantipirinom, u prisustvu peroksidaze rena (eng. horseradish peroxidase; 

HRP), daje ružičasto obojeni hinonimin čiji je maksimum apsorpcije na 505 nm. 

Intenzitet ružičaste boje proporcijalan je koncentraciji glukoze u ispitivanom 

uzorku. Koncentracija glukoze izražena je u mmol/L. 

Koncentracija triglicerida (TG) određivana je spektrofotometrijski GPO-PAP 

enzimskom metodom. Metoda se zasniva na hidrolizi TG od strane enzima lipaze 

pri čemu nastaju glicerol i slobodne masne kiseline. U prisustvu  TP-a i glicerol 

kinaze, nastali glicerol se prevodi u glicerol-3-fosfat koji se u sledećem koraku 

oksiduje glicerol fosfat oksidazom do dihidroksiaceton fosfata i H2O2. Nastali H2O2 

u prisustvu HRP reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom i daje ružičasto obojeni 

hinonimin. Koncentracija triglicerida izražena je u mmol/L. 

Koncentracija ukupnog holesterola određivana je metodom po Zlatkis-u 

(Zlatkis i sar., 1953). Metoda se zasniva na reakciji holesterola sa feri solima u 

koncentrovanoj sumpornoj kiselini pri čemu se formira kompleksno jedinjenje 

ljubičaste boje sa maksimumom apsorpcije svetlosti na 560 nm. Reakciona smeša 

je pripremljena mešanjem 0,1 mL plazme sa 2,9 mL glacijalne sirćetne kiseline i 
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2 mL 10% FeCl3 u koncentrovanoj sumpornoj kiselini. Nakon vorteksovanja i 

hlađenja reakcione smeše određivana je njena apsorbanca na 560 nm u odnosu na 

slepu probu koja je sadržala 3 mL CH3COOH i 2 mL FeCl3. Za određivanje 

koncentracije HDL holesterola, VLDL i LDL proteini su najpre precipitovani 

heparin Mg2+ albuminom: 0,5 mL plazme je pomešano sa 1 mL radnog rastvora koji 

je sadržao 150 IU heparina, 20 mM MgCl2 i 1% BS , smeša je inkubirana 15 min na 

20oC a zatim centrifugirana na 3500 x g, 20 min/+4oC. Nakon centrifugiranja 

0,2 mL supernatanta je izdvojeno za određivanje koncentracije HDL metodom po 

Zlatkis-u. Koncentracija LDL holesterola određena je pomoću Friedewald-ove 

formule:                 ⁄ , gde je TC – koncentracija ukupnog 

holesterola, TG – koncentracija triglicerida (Friedewald i sar., 1972). Koncentracije 

ukupnog holesterola, HDL i LDL izražene su u mmol/L. 

Koncentracija kreatinina u serumu određivana je pomoću Creatinine 

(serum) Colorimetric Assay Kit-a (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) prema 

uputstvima proizvođača. Metoda se zasniva na reakciji kreatinina sa solima 

pikrinske kiseline (pikratima) u baznoj sredini, pri čemu nastaje žuto obojeno 

jedinjenje sa maksimumom apsorpcije na 490 nm. Intenzitet boje je 

proporcionalan koncentraciji kreatinina u ispitivanom uzorku. U odgovarajuće 

bunariće mikrotitar ploče dodavano je po 15 µL standarda kreatinina, odnosno 

ispitivanih uzoraka seruma, svi u triplikatu. Zatim je dodavano po 0,1 mL CRB 

(Creatinine Reaction Buffer) i 0,1 mL CCR (Creatinine Color Reagent). Optička 

gustina izračunata je kao razlika između apsorbanci uzoraka na 490 nm nakon 

7 min i 1 min inkubacije (                              ). Koncentracija 

kreatinina određivana je sa standardne krive formirane na osnovu vrednosti 

apsorbance standarda kreatinina a rezultati su izraženi u µmol/L. 

Koncentracija BUN-a (eng. blood urea nitrogen) u serumu određivana je 

spektrofotometrijski GLDH metodom. Metoda se zasniva na hidrolizi uree od 

strane enzima ureaze pri čemu nastaju amonijak i ugljen dioksid. U prisustvu 

enzima glutamat dehidrogenaze (GLDH), amonijak reaguje sa α-ketoglutaratom i 

daje glutaminsku kiselinu. Tom prilikom se NADH oksiduje u NAD+. Promena 

brzine oksidacije NADH prati se spektrofotometrijski na 340 nm i proporcionalna 

je koncentraciji uree. Koncentracija uree izražena je u mmol/L. 



54 
 

Katalitička aktivnost  ST u serumu merena je IFCC metodom. Metoda se 

zasniva na reakciji transaminacije između L-aspartata i 2-ketoglutarata pri čemu 

nastaju oksalacetat i L-glutamat. U prisustvu malat dehidrogenaze oksalacetat 

oksiduje NADH u NAD+. Promena brzine oksidacije NADH proporcionalna je 

katalitičkoj aktivnosti  ST koja je izražena u jedinicama/litru (U/L) 

Katalitička aktivnost  LT u serumu merena je IFCC metodom. U reakciji 

transaminacije između L-alanina i 2-oksoglutarata nastaju piruvat i L-glutamat. U 

prisustvu laktat dehidrogenaze piruvat oksiduje NADH u NAD+. Promena brzine 

oksidacije N DH proporcionalna je katalitičkoj aktivnosti  LT koja je izražena u 

U/L. 

3.6.7. Određivanje koncentracije hemoglobina i glikozilovanog 

hemoglobina u eritrocitima 

Koncentracija Hb u eritrocitima određivana je spektrofotometrijski 

metodom po Drabkin-u (Drabkin i Austin, 1935). Reakciona smeša je pripremljena 

mešanjem 0,02 mL lizata eritrocita sa 5 mL Drabkin reagensa (0,25 mM K3Fe(CN)6; 

20 mM KCN; 0,1 M K2H/KH2PO4 pufer (pH 7,0)).  psorbanca reakcione smeše u 

odnosu na slepu probu koja je sadržala Drabkin reagens merena je nakon 15 min 

inkubacije na sobnoj temperaturi u mraku na 545 nm. Koncentracija Hb je 

računata prema formuli:                 , a rezultati su izraženi kao g 

Hb/100 mL krvi. 

Koncentracija GlyHb određivana je spektrofotometrijski metodom po 

Parker-u (Parker i sar., 1981). Lizati eritrocita u količini koja je sadržala 10 mg Hb 

razblaživani su do 1 mL fiziološkim rastvorom, mešani sa 1 mL 0,5 M oksalne 

kiseline. Smeša je inkubirana 4h na 100oC nakon čega su uzorci ostavljani da se 

ohlade. Nakon hlađenja u epruvete je dodavan 1 mL TCA (400 g/L), uzorci su 

vorteksovani i centrifugirani na 2000 x g, 10 min. Zatim je 1,5 mL supernatanta 

mešan sa 0,5 mL 0,05 M tiobarbiturne kiseline i inkubiran 30 min na 40oC. 

 psorbanca reakcione smeše u odnosu na slepu probu koja je sadržala 1 mL 

fiziološkog rastvora merena je nakon hlađenja uzoraka (15 min na sobnoj 

temperaturi) na 443 nm. Koncetracija GlyHb očitavana je sa standardne krive 

formirane na osnovu vrednosti apsorbance standarda fruktoze u opsegu 
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koncentracija 60 – 500 µmol/L rastvorene u fiziološkom rastvoru i izražena u 

µmol/g Hb.  

3.6.8. Određivanje koncentracije insulina u serumu 

Koncentracija insulina u serumu pacova određivana je enzimskim 

imunoesejem (eng. enzyme linked immunossorbent assay; ELISA), prema uputstvu 

proizvođača (Rat / Mouse Insulin ELISA Kit, EMD Millipore, MO, USA). Metoda se 

zasniva na vezivanju insulina iz uzorka za monoklonalno anti-insulinsko antitelo 

vezano za dno bunarića u mikrotitar ploči a zatim vezani insulin reaguje sa 

biotinilovanim anti-insulinskim antitelom. Za biotinilovano antitelo se zatim vezuje 

HRP čija se aktivnost meri spektrofotometrijski na 450 nm nakon dodavanja 

supstrata 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB). Porast apsorbance direktno je 

proporcionalan koncentraciji insulina u uzorku. 

Svi rastvori su pre upotrebe temperirani na sobnu temperaturu i 

pripremljeni prema uputstvu proizvođača. Svi bunarići mikrotitar ploče su najpre 

ispirani tri puta sa po 300 µL pufera za ispiranje. U bunariće predviđene za uzorke 

i slepu probu dodavano je po 10 µL Assay Buffer-a, a zatim je u bunariće 

predviđene za slepu probu, standarde insulina i kontrolne uzorke dodavano po 

10 µL Matrix Solution-a. U odgovarajuće bunariće je zatim dodavano po 10 µL 

standarda, kontrolnih uzoraka i uzoraka seruma pacova. Svi standardi i uzorci 

dodavani su u duplikatu. U bunariće je zatim dodavano po 80 µL antitela. Nakon 

inkubacije u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi bunarići su ispirani tri puta sa 

po 300 µL pufera za ispiranje i u svaki bunarić je dodavano po 100 µL Enzyme 

Solution-a. Ploča je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi a zatim su svi 

bunarići ispirani 6 puta sa po 300 µL pufera za ispiranje. Nakon poslednjeg 

ispiranja u svaki bunarić je dodavano po 100 µL TMB. Reakcija je zaustavljena 

nakon inkubacije u trajanju od 15-20 min dodavanjem 100 µL stop rastvora, nakon 

čega je u ELIS  čitaču (Sunrise Basic, Tecan  ustria GmbH, Grödig, Austria) merena 

apsorbanca na 450 nm. Koncentracija insulina u ispitivanim uzorcima očitavana je 

sa standardne krive formirane na osnovu vrednosti apsorbance standarda insulina 

i izražena u ng/mL. 
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3.6.9. Određivanje krajnjih proizvoda glikacije u serumu 

Količina krajnjih proizvoda glikacije (eng. advanced glycation products; 

 GEs) u serumu pacova određivana je metodom koja se zasniva na specifičnoj 

fluorescenciji AGE-ova (Yanagisawa i sar., 1998; Kalousova i sar., 2002). Uzorci 

seruma razblaživani su (1:50) u PBS puferu (20 mM Na2HPO4; 10 mM KCl; 70 mM 

KH2PO4; 340 mM NaCl; pH 7,4) a intenzitet fluorescentne emisije na 440 nm je 

meren nakon ekscitacije na 350 nm na luminescentnom spektrometru (LS50B; 

Perkin-Elmer Ltd., Buckinghamshire, England). Intenzitet fluorescencije izražen je 

u arbitrarnim jedinicama (AU). 

3.6.10. Histološka analiza tkiva 

3.6.10.1. Priprema uzoraka za histološku analizu 

Uzorci pankreasa su fiksirani u formaldehidu (4% u PBS puferu) tokom 24h. 

Nakon fiksacije uzorci tkiva su dehidratisani rastućim koncentracijama etanola 

(50%, 70%, 96%, 100%), prosvetljavani ksilolom i ukalupljeni u parafin. Od svakog 

kalupa isečen je odgovarajući broj preseka tkiva debljine 5 µm na rotacionom 

mikrotomu (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany).  

3.6.10.2. Hematoksilin-eozin bojenje histoloških preparata 

Nakon deparafinizacije preseka u ksilolu i rehidratacije u seriji etanola 

opadajuće koncentracije (100%, 96%, 70%), preseci su ispirani u destilovanoj vodi 

i bojeni hematoksilinom (MP Biomedicals LLC, Solon, OH, USA) 30 sek. Zatim su 

preseci ispirani u česmenskoj vodi 20 min, kratko (1-2 sek) obezbojeni u kiselom 

alkoholu (70% etanol; 0,25% HCl), ispirani u česmenskoj vodi 5 min pa bojeni 

eozinom (MP Biomedicals LLC, Solon, OH, USA) 15 sek. Nakon dehidratacije 

preseka u seriji etanola rastuće koncentracije i prosvetljavanja u ksilolu, pokrovna 

stakla su montirana DPX medijumom za montiranje (Sigma Aldrich, St Louis, MO, 

US ). Za vizuelizaciju je korišćen DM RB Photomicroscope (Leica Microsystems 

GmbH, Wetzlar, Germany) opremljen Leica DFC 320 CCD kamerom. 
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3.6.10.3. Imunohistohemijsko bojenje histoloških preparata 

Nakon deparafinizacije preseka u ksilolu i rehidratacije (serija etanola 

opadajuće koncentracije (100%, 96%, 70%) → destilovana voda → PBS pufer), 

preseci su inkubirani 20 min u rastvoru H2O2 (0,3% u metanolu) u cilju blokiranja 

aktivnosti endogene peroksidaze. Preseci su zatim inkubirani u citratnom puferu 

(10 mM Na-citrat, pH 6,0; 0.05% Tween 20) na povišenoj temperaturi u cilju 

demaskiranja odgovarajućih antigena upotrebom mikrotalasne pećnice (citratni 

pufer je zagrevan do tačke ključanja u mikrotalasnoj pećnici nakon čega su preseci 

uranjani u pufer i inkubirani 10 min uz povremeno zagrevanje pufera do tačke 

ključanja). Nakon hlađenja preseka i permeabilizacije membrana inkubacijom 

10 min u 0,3% rastvoru Triton X-100 (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK), 

preseci su inkubirani 60 min u 3% rastvoru BSA u PBS puferu kako bi se izbegle 

nespecifične imunoreakcije antitela i okolnog tkiva. Preseci su zatim inkubirani sa 

odgovarajućim primarnim antitelom razblaženim u PBS puferu (+ 0,2% Tween 20) 

preko noći na +4oC (Tabela 3.1). Specifičnost primarnih antitela utvrđivana je 

izostavljanjem antitela na drugom preseku iste pločice (negativna kontrola). 

Nakon ispiranja primarnog antitela u PBS/Tween 20, preseci su inkubirani sa 

odgovarajućim sekundarnim antitelima obeleženim HRP (razblaženim u 

PBS/Tween 20; 1:100) 60 min na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija je omogućena 

upotrebom hromogenog supstrata za peroksidazu, tečnog rastvora 

3,3’-diaminobenzidina prema uputstvu proizvođača (D KO Inc., Carpinteria, C , 

USA). Preseci su zatim kontrastrirani hematoksilinom, dehidratisani u seriji 

etanola rastuće koncentracije (70%, 96%, 100%) i prosvetljeni u ksilolu, nakon 

čega su montirana pokrovna stakla DPX medijumom za montiranje. Za vizuelizaciju 

je korišćen DM RB Photomicroscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Germany) opremljen Leica DFC 320 CCD kamerom. 
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Tabela 3.1. Primarna i sekundarna antitela korišćena u imunohistohemijskoj analizi 

Naziv Kat. broj Poreklo 
Razblaženje 

u PBS 
Proizvođač 

Primarna antitela 

Insulin  

(H-86) 
sc-9168 Zec 1:100 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

Glukagon  

(C-18) 
sc-7779 Koza 1:100 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

Somatostatin 

(H-106) 
sc-13099 Zec 1:100 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

GLUT-2  

(H-67) 
sc-9117 Zec 1:50 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

p-Akt 1/2/3 

(Ser 473) 
sc-7985-R Zec 1:100 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

Sekundarna antitela 

Anti-zečji IgG-

HRP 
sc-2379 Goveče 1:100 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

Anti-kozji IgG-

HRP 
sc-2378 Goveče 1:100 

Santa Cruz Biotechnology, 

Inc., Dallas, TX, USA 

3.7. Ćelijska kultura 

Kao materijal u in vitro eksperimentima u ovoj doktorskoj disertaciji 

korišćena je ćelijska linija insulinoma β-ćelija pacova Rin-5F (ATCC® CRL­2058™). 

To su adherentne ćelije epitelijalne morfologije koje rastu u monosloju i 

karakterišu se aktivnom proizvodnjom i sekrecijom insulina. 

Ćelije su gajene u flaskovima površine 25 cm2 u RPMI 1640 medijumu 

(Roswell Park Memorial Institute medium) (Biological Industries, Beit HaEmek, 

Israel) u koji je dodat 10% fetalni goveđi serum (eng. fetal bovine serum; FBS) (Bio 

West, Nuaillé, France), 2 mM L-glutamin (Biological Industries, Beit HaEmek, 

Israel) i antibiotici (100 U/mL penicilina i 0,1 mg/mL streptomicina) (Biological 

Industries, Beit HaEmek, Israel). Kultura ćelija održavana je u inkubatoru (Sanyo 

Electric Co., Ltd, Osaka, Japan) na temperaturi 37oC u vlažnoj atmosferi sa 5% 
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sadržaja CO2. Promena medijuma vršena je na svakih 72h, a po dostizanju 

konfluentnosti 80-90% ćelije su presejavane korišćenjem 0,05% Tripsin-EDTA 

(Biological Industries, Beit HaEmek, Israel). 

3.7.1. Određivanje broja ćelija 

Brojnost ćelija u flasku određivana je pomoću hemocitometra bojenjem 

ćelija tripan plavim (eng. trypan blue, TB). Nakon tripsinizacije ćelija, 50 µL 

suspenzije ćelija je mešano sa 50 µL TB (Sigma  ldrich, St Louis, MO, US ) a zatim 

je po 10 µL obojene ćelijske suspenzije ubrizgavano u komore hemocitometra. 

Upotrebom invertnog mikroskopa (Olympus, Hamburg, Germany) brojane su žive, 

neobojene ćelije u svih 16 polja jedne a zatim druge komore hemocitometra. 

Ukupan broj živih ćelija računat je prema formuli:                
     

 
   

   , gde su x1 i x2 broj živih ćelija u komorama hemocitometra, a 104 faktor 

komorice. Za potrebe eksperimenata ćelije su zasejavane u sterilne ploče u gustini 

100000 ćelija/cm2. 

3.7.2. Ispitivanje citotoksičnog efekta ekstrakta kičice na Rin-5F ćelije 

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 96 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije su tretirane rastućim koncentracijama ekstrakta 

(0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1 mg/mL) rastvorenim u RPMI medijumu u trajanju od 24h. 

Citotoksičnost ekstrakta ispitivana je 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-

tetrazolijum bromid (MTT) testom (Poglavlje 3.7.5.). 

3.7.3. Izazivanje oksidativnog stresa kod Rin-5F ćelija 

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 96 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije su tretirane rastućim koncentracijama H2O2 (10; 20; 

40; 50; 75; 100; 125; 150; 200 µM) u trajanju od 3h, odnosno SNP-a (0,1; 0,25; 0,5; 

0,75; 1; 1,25; 1,5; 1,75; 2 mM) i STZ-a (1; 2; 5; 7,5; 10; 12; 13; 15; 17 mM) u 

trajanju od 24h. SNP i H2O2 su rastvarani u RPMI medijumu, dok su tretmani STZ-a 

u RPMI medijumu pripremani iz 188 mM STZ-a u natrijum-citratnom puferu 

(0,1 M; pH 4,5). U daljim eksperimentima korišćene su koncentracije agenasa koje 
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su dovodile do 50% inhibicije rasta ćelijske kulture (IC50 doza) a koje su 

određivane MTT testom (Poglavlje 3.7.5.). 

3.7.4. Ispitivanje efekta ekstrakta kičice na preživljavanje Rin-5F ćelija 

u uslovima oksidativnog stresa 

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 96 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije u odgovarajućim bunarićima su tretirane IC50 

dozama H2O2 (75 µM; 3h), SNP-a (1,25 mM; 24h), odnosno STZ-a (12 mM; 24h) u 

prisustvu/odsustvu EK (0,05; 0,1; 0,25 mg/mL u RPMI), nakon čega je vijabilnost 

ćelija ispitivana MTT testom (Poglavlje 3.7.5.). Na osnovu dobijenih rezultata u 

daljim eksperimentima korišćena je koncentracija EK sa najvećim pozitivnim 

uticajem na preživljavanje ćelija (0,25 mg/mL). 

3.7.5. Ispitivanje vijabilnosti ćelija MTT testom 

MTT test za ispitivanje vijabilnosti ćelija zasniva se na redukciji žuto 

obojene tetrazolijum soli (3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolijum 

bromid) do ljubičastog formazana od strane mitohondrijalne dehidrogenaze na 

membrani funkcionalnih mitohondrija. 

Po završetku odgovarajućeg tretmana, medijum iz bunarića je odlivan i 

dodavano je po 200 µL MTT-a (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) koncentracije 

0,1 mg/mL rastvorenog u RPMI medijumu. Nakon dva sata inkubacije na 37oC u 

mraku, MTT medijum je odlivan a nesolubilni kristali formazana su rastvarani 

dodavanjem 100 µL DMSO. Apsorbanca je merena na 570nm pomoću ELIS  čitača 

(Sunrise Basic, Tecan Austria GmbH, Grödig,  ustria). Vijabilnost ćelija izražavana 

je u procentima nakon poređenja sa kontrolnim netretiranim ćelijama, za koje se 

smatralo da su 100% vijabilne. 

3.7.6. Ispitivanje efekta ekstrakta kičice na redoks status Rin-5F ćelija  

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 6 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije su tretirane IC50 dozom H2O2 (3h), SNP-a (24h) ili 

STZ-a (24h) u prisustvu/odsustvu EK (0,25 mg/mL u RPMI). Nakon tretmana ćelije 
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su ispirane PBS puferom a zatim pokupljene u 1ml PBS pufera, prebačene u 

epruvetu i centrifugirane na 300 x g, 10 min. Dalja priprema uzoraka za različite 

eseje opisana je u poglavljima koja slede. 

3.7.6.1. Priprema uzoraka za ispitivanje nivoa lipidne peroksidacije i nivoa 

oštećenja DNK 

Talog ćelija je resuspendovan u 200 µL PBS-a, od suspenzije ćelija je 

izdvajano po 10 µL za ispitivanje stepena oštećenja molekula DNK (Poglavlje 

3.10.), dok je ostatak suspenzije centrifugiran na 300 x g, 10 min. Talog ćelija je 

rastvaran u 35 µL 1,15% rastvora KCl-a i sonifikovan (tri puta po 5 sek/30 

kHz/+4oC), nakon čega je izdvajano 5 µL za određivanje koncentracije proteina u 

uzorcima (Poglavlje 3.8.) a ostatak je korišćen za ispitivanje nivoa lipidne 

peroksidacije (Poglavlje 3.9.). Homogenat je do upotrebe čuvan na -80oC. 

3.7.6.2. Priprema uzoraka za ispitivanje odnosa redukovanog i oksidovanog 

glutationa i nivoa S-glutationilacije proteina 

Talog ćelija je resuspendovan u 500 µL PBS-a, od suspenzije ćelija je 

izdvajano po 5 µL za određivanje koncentracije proteina (Poglavlje 3.8.), dok je 

ostatak centrifugiran na 300 x g, 10 min. Talog ćelija je resuspendovan u 100 µL 

2,5% SSA a zatim homogenizovan. Homogenat je inkubiran 5 min na sobnoj 

temperaturi a zatim centrifugiran na 8000 x g, 5 min. Supernatant je neutralizovan 

dodavanjem 5 µL 4M TE  na 100 µL supernatanta i korišćen za određivanje 

odnosa GSH/GSSG (Poglavlje 3.11.) dok je talog proteina korišćen za određivanje 

nivoa GSSP (Poglavlje 3.12.). 

3.7.6.3. Priprema uzoraka za ispitivanje aktivnosti enzima antioksidativne 

zaštite 

Talog ćelija je resuspendovan u 400 µL saharoznog pufera (0,25 M 

saharoza; 0,1 M EDTA; 0,05 M Tris-HCl, pH 7,4), a zatim je suspenzija ćelija 

sonifikovana (20 kHz/30 sek/+4oC) i centrifugirana na 14000 x g, 1 min/+4oC. 

Supernatant je korišćen za određivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaštite 
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(Poglavlje 3.13) i imunoblot analizu proteina enzima antioksidativne zaštite 

(Poglavlje 3.14). 

Medijum u kome su ćelije tretirane je nakon tretmana sakupljan i 

centrifugiran na 500 x g, 10 min, a 10 µL supernatanta je korišćeno za određivanje 

koncentracije oslobođenog insulina enzimskim imunoesejem (Rat/Mouse Insulin 

ELISA Kit, EMD Millipore, MO, USA) (Poglavlje 3.6.8.). 

3.7.7. Izolacija ukupne RNK i reverzna transkripcija  

Za izolaciju ukupne RNK korišćen je GeneJET RNA Purification Kit (Thermo 

Scientific, Rockford, lL, USA). Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 6 

bunarića. Po dostizanju konfluentnosti 60-70% ćelije u odgovarajućim bunarićima 

su tretirane IC50 dozom H2O2 (3h), SNP-a (24h) ili STZ-a (24h) u 

prisustvu/odsustvu EK. Nakon završetka tretmana ćelije su ispirane i u bunariće je 

nalivano po 600 µL pufera za liziranje sa dodatim 286 mM β-merkaptoetanolom. 

Ćelije su pokupljene, prebačene u epruvete i homogenizovane u cilju potpunog 

liziranja. Na lizirane ćelije je dodavano po 360 µL apsolutnog etanola i svaki uzorak 

je promešan. Ćelijski lizat je prebacivan u kolonu (GenJET RN  Purification 

Column) i centrifugiran na 12000 x g, 1 min. Filtrat je odbacivan a na kolonu je 

dodavano 700 µL pufera 1 za ispiranje (Wash Buffer 1). Nakon centrifugiranja 

uzorka na 12000 x g, 1 min filtrat je odbacivan, na kolonu je dodavano 600 µL 

pufera 2 za ispiranje (Wash Buffer 2) i uzorak je ponovo centrifugiran na 12000 x 

g, 1 min. Nakon odbacivanja filtrata kolona je još jednom ispirana puferom 2 

(250 µL) i centrifugirana na 12000 x g, 2 min. Zatim je kolona prebacivana na nove 

epruvete (RNase-free microcentrifuge tube) a RNK je ispirana sa kolone 

dodavanjem 50 µL nuclease-free vode na centar kolone i centrifugiranjem na 

12000 x g, 1 min. Čistoća i koncentracija dobijene RNK proveravana je na 

spektrofotometru (NanoPhotometer N60, Implen GMBH, Germany) a kvalitet RNK 

elektroforetskim razdvajanjem na 1,5% agaroznom gelu. Izolovana RNK je čuvana 

na -80oC do upotrebe. 

U cilju oslobađanja RNK od potencijalno zaostale DNK, izolovana RNK je 

tretirana DNKazom. Reakciona smeša je pripremana mešanjem 1 µg RNK, 1 µL 10 x 

reakcionog pufera sa MgCl2, (10 x Reaction Buffer with MgCl2), 1 μL (1 U) DNKaze I 
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koja je oslobođena RNKaze (Dnase I, Rnase-free) (Fermentas) i sterilne vode u 

zapremini do 10 µL reakcione smeše koja je zatim inkubirana 30 min na 37oC. 

Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 µL 50 mM EDTA i inkubacijom na 65oC, 

10 min. Ovako pripremljena RNK je korišćena kao matrica za sintezu cDNK (eng. 

complementary DNA; cDN ) u reakciji reverzne transkripcije pomoću Revert id 

First Strand cDN  Synthesis Kit (Thermo Scientific). Reakciona smeša je sadržala 

1 µg RNK tretirane DNKazom, 4 µL 5 x reakcionog pufera (5 x Reaction Buffer), 

1 µL oligo (dT) prajmera, 1 µL (20 U) inhibitora RNKaze (RiboLock RNase 

Inhibitor), 2 µL 10 mM dNTP, 1 µL (200 U) reverzne transkriptaze (RevertAid 

M-MuLV RT) i sterilne vode do ukupne zapremine reakcione smeše 20 µL. 

Reakciona smeša je inkubirana na 42oC, 60 min, a reakcija je zaustavljana 

zagrevanjem uzoraka na 70oC, 5 min. Sintetisana cDNK je čuvana na -80oC do 

upotrebe. 

3.7.8. Priprema ukupnih ćelijskih lizata 

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 24 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije u odgovarajućim bunarićima su tretirane IC50 dozom 

STZ-a (4; 6; 8; 10; 12; 24h) u prisustvu/odsustvu EK. Nakon završetka tretmana 

ćelije su ispirane PBS puferom a zatim je u bunariće nalivano po 50 µL pufera za 

liziranje ćelija (ProteoJET Mammalian Cell Lysis Reagent, Fermentas). Ploče su 

inkubirane 30 min/+4oC nakon čega su ćelijski lizati pokupljeni, prebačeni u 

epruvete i centrifugirani na 16000 x g, 20 min/+4oC. Supernatant je prebačen u 

novu epruvetu, odvajano je 5 µL za određivanje koncentracije proteina (Poglavlje 

3.8.), a ostatak je čuvan na -80oC do upotrebe. 

3.7.9. Priprema jedarnih frakcija ćelija 

Jedarne frakcije Rin-5F ćelija pripremljene su upotrebom NE-PER Nuclear 

and Cytoplasmic Extraction Reagents kita (Thermo Scientific, Rockford, lL, USA). 

Rin-5F ćelije su zasejavane u sterilne ploče sa 6 bunarića. Po dostizanju 

konfluentnosti 60-70% ćelije u odgovarajućim bunarićima su tretirane IC50 dozom 

STZ-a (4; 6; 8; 10; 12; 24h) u prisustvu/odsustvu EK. Nakon završetka tretmana 



64 
 

ćelije su ispirane PBS puferom a zatim pokupljene u 1ml PBS pufera, prebačene u 

epruvetu i centrifugirane na 500 x g, 5 min. Na talog ćelija je dodavano po 100 µL 

CER I pufera, ćelije su vorteksovane 15 sek a zatim inkubirane 10 min na ledu. 

Nakon inkubacije u epruvete je dodavano po 5,5 µL CER II pufera, uzorci su 

vorteksovani 5 sek, inkubirani 1 min na ledu i centrifugirani na 16000 x g, 

5 min/+4oC. Supernatanti koji sadrže citosolne frakcije su prebacivani u nove 

epruvete i čuvani na -80oC. Na talog jedara je dodavano po 50 µL hladnog NER 

pufera, uzorci su vorteksovani 15 sek a zatim inkubirani 40 min na ledu uz 

vorteksovanje 15 sek na svakih 10 min. Po isteku inkubacije uzorci su 

centrifugirani na 16000 x g, 10 min/+4oC. Supernatanti koji sadrži jedarne frakcije 

ćelija su prebacivani u nove epruvete, odvajano je 5 µL za određivanje 

koncentracije proteina (Poglavlje 3.8.), a ostatak je čuvan na -80oC do upotrebe. 

3.8. Određivanje koncentracije proteina 

Koncentracija proteina u pripremljenim uzorcima određivana je metodom 

po Lowry-ju (Lowry i sar., 1951). Reakciona smeša je pripremana mešanjem 

0,2 mL 100 x razblaženog uzorka proteina i 1 mL sveže pripremljenog rastvora koji 

je sadržao 0,01% CuSO4; 0,02% KNaC4H4O6x4H2O; 0,01 N NaOH; 0,4% Na2CO3. 

Uzorci su vorteksovani i inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi, a zatim je 

dodavano 0,1 mL 50% FC reagensa (Institut Mol, Stara Pazova, Srbija) nakon čega 

su uzorci dodatno inkubirani 10 min na sobnoj temperaturi. Apsorbanca reakcione 

smeše u odnosu na slepu probu merena je na 750 nm. Koncentracija proteina u 

uzorcima očitavana je sa standardne krive formirane na osnovu vrednosti 

apsorbance standarda BSA u opsegu koncentracija 0,1 – 0,4 mg/mL rastvorenog u 

destilovanoj vodi. Koncentracija proteina izražavana je u mg/mL. 

3.9. Određivanje nivoa lipidne peroksidacije 

Nivo lipidne peroksidacije u uzorcima određivan je spektrofotometrijskim 

merenjem koncentracije reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline (eng. thiobarbituric 

acid reactive substances; TBARS). Metoda se zasniva na reakciji malondialdehida 

(MDA), proizvoda lipidne peroksidacije, sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) na 
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95oC. Reakciona smeša je pripremana mešanjem 0,1 mL uzorka (homogenati 

Rin-5F ćelija, jetre i bubrega pripremljeni u 1,15M KCl i lizati eritrocita), 0,2 mL 

8,1% natrijum dodecil sulfata (SDS), 1,5 mL 20% CH3COOH (pH 3,5), 1,5 mL 

0,8% TBA i 0,7 mL dH2O. Uzorci su inkubirani na 95oC, 60 min, a zatim ohlađeni do 

sobne temperature. U ohlađene uzorke je dodavano 1 mL dH2O i 5 mL smeše 

n-butanol/piridin (15/1, v/v) uz jako vorteksovanje. Uzorci su centrifugirani na 

3000 x g, 10 min, nakon čega je apsorbanca gornjeg, obojenog sloja u odnosu na 

slepu probu merena na 532 nm. Koncentracija TB RS u uzorcima očitavana je sa 

standardne krive formirane na osnovu apsorbanci standarda MDA u opsegu 

koncentracija 25 – 500 nM/mL, a rezultati su izražavani u nM MD /100 mg 

proteina, odnosno µM MDA/g Hb. 

3.10. Određivanje stepena oštećenja DNK 

Za procenu oštećenja DNK u Rin-5F ćelijama, jetri i bubregu korišćen je 

alkalni komet esej (eng. single cell gel electrophoresis; SCGE) (Singh i sar., 1988). 

Deset mikrolitara ćelijske suspenzije je pomešano sa 75 µL 1% LMP  (eng. low 

melting point agarose) u PBS-u koja je pretemperirana na 42oC i uzorak je razlivan 

na mikroskopsku pločicu prekrivenu tankim slojem 1,5% agaroze rastvorene u 

PBS-u. Uzorci su prekrivani pokrovnim staklom i ostavljani 10 min na +4oC da se 

LMP  stegne. Pokrovno staklo je uklanjano, na uzorke je nanošen još jedan sloj 1% 

LMPA prekrivan pokrovnim staklom koje je nakon stezanja agaroze uklanjano. 

Mikroskopske pločice su zatim inkubirane 2h na +4oC u hladnom puferu za lizu 

(2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-baza, 1% Triton X-100, 10% DMSO, 

pH 10). Nakon liziranja DNK je denaturisana inkubacijom mikroskopskih pločica 

30 min na +4oC u puferu za elektroforezu (300 mM NaOH; 1 mM EDTA; pH 13). 

Pločice su zatim postavljane u sistem za elektroforezu, koja je trajala 30 minuta na 

0,01 kV. Nakon toga, pločice su ispirane 3 x 5 min u puferu za neutralizaciju 

(0,4 M Tris-HCl; pH 7,4) i bojene SYBR GREEN I bojom za nukleinske kiseline 

(Sigma-Aldrich, S 9430). Komete su vizuelizovane i fotografisane pomoću 

fluorescentnog mikroskopa, Leica DMLB (uvećanje 40x) koji je povezan sa CCD 

kamerom. Kao parametar oštećenja DNK korišćen je moment repa komete koji 
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predstavlja proizvod dužine repa i procenta DNK u repu komete. Moment repa 

komete je izražavan u relativnim svetlosnim jedinicama (eng. relative light units, 

RLU) po pikselu. Kvantifikacija momenta repa kometa je urađena upotrebom 

kompjuterskog programa TriTekCometScore™Freeware v1.5. 

3.11. Određivanje odnosa redukovanog i oksidovanog glutationa 

Odnos GSH/GSSG u Rin-5F ćelijama, jetri, bubregu i lizatima eritrocita 

određivan je kolorimetrijski pomoću Glutathione Assay Kit-a (Cayman Chemicals, 

Ann Arbor, MI, USA). Princip metode se zasniva na reakciji –SH grupa glutationa sa 

5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoevom kiselinom (DTNB; Elmanov reagens) pri čemu 

nastaje žuto obojena 5-tio-2-nitrobenzoeva kiselina (TNB) koja reaguje sa 

glutationom i formira GS-TNB disulfid. GR redukuje nastali GS-TNB čime se GSH 

reciklira i povećava količina nastale TNB. Brzina formiranja TNB je proporcionalna 

koncentraciji GSH u uzorku.  

Svi rastvori su pre upotrebe temperirani na sobnoj temperaturi i 

pripremljeni prema uputstvu proizvođača (GSH MES Buffer (2x); GSSG Standard; 

GSH Co-Factor Mixture; GSH Enzyme Mixture; GSH DTNB). U odgovarajuće 

bunariće mikrotitar ploče nalivano je po 50 µL standarda ili uzoraka (homogenati 

Rin-5F ćelija, jetre i bubrega i lizati eritrocita, oslobođeni proteina tretmanom SSA 

i neutralizovani TEA), u duplikatu. Zatim je u bunariće dodavano po 150 µL sveže 

pripremljenog Assay Cocktail-a (11,25 mL MES Buffer; 0,45 mL Co-Factor Mixture; 

2,1 mL Enzyme Mixture; 0,45 mL DTNB; 2,3 mL dH2O). Apsorbanca reakcione 

smeše na 405 nm merena je nakon 25 min inkubacije na sobnoj temperaturi u 

mraku. Koncentracija GSH određena je očitavanjem sa standardne krive formirane 

na osnovu vrednosti apsorbance standarda GSH u opsegu koncentracija 0,5 – 16 

µM. Sʼ obzirom da GR redukuje GSSG u 2GSH, količina izmerenog GSH predstavlja 

sumu GSH i GSSG. Za određivanje koncentracije GSSG uzorci i standardi su tretirani 

2-vinilpiridinom, koji se kovalentno vezuje za GSH, a ne i za GSSG. Na 50 µL 

uzorka/standarda dodavano je 2 µL 0,5 M 2-vinilpiridina, uzorci su vorteksovani i 

inkubirani 60 min na sobnoj temperaturi. Ostatak procedure bio je identičan kao 

za ukupni GSH. Koncentracija GSSG određena je očitavanjem sa standardne krive 
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GSSG u opsegu koncentracija 0,25 – 8 µM. Koncentracija redukovanog GSH je 

dobijena oduzimanjem GSSG od vrednosti ukupnog GSH. Koncentracije su 

izražavane u µM GSH/mg proteina, odnosno µM GSH/g Hb. 

3.12. Određivanje koncentracije S-glutationilovanih proteina 

Talog proteina dobijen nakon SSA tretmana homogenata Rin-5F ćelija, jetre 

i bubrega i lizata eritrocita je ispiran sa 500 µL sveže pripremljene 1,5% TC  i 

centrifugiran na 5000 x g, 5 min. Dobijeni talog je rastvoren u 500 µL baznog 

fosfatnog pufera (0,1 M K2H/KH2PO4, pH 7,4 i 0,25 N NaOH pomešani u odnosu 

9:1) i inkubiran 30 min na sobnoj temperaturi. U tim uslovima dolazi do 

oslobađanja GSH vezanog za SH-grupe proteina. Zatim je u uzorke dodavano 40 µL 

60% TCA i uzorci su centrifugirani na 5000 x g, 5 min. Supernatanti su alikvotirani 

i čuvani na -80oC do upotrebe.  

Nakon odmrzavanja uzorci su neutralizovani dodavanjem 5 µL 4 M TEA na 

100 µL uzorka. U odgovarajuće bunariće mikrotitar ploče je nalivano po 40 µL 

uzorka, odnosno standarda GSH. Standardi GSH su pripremani u baznom 

fosfatnom puferu, uz dodatak TEA (5 µL 4 M TE  na 100 µL standarda). U bunariće 

je zatim dodavano 140 µL 0,3 M Na2H/NaH2PO4 pufera (pH 8,7) i 20 µL 0,04% 

DTNB rastvorenog u 1% natrijum citratnom puferu (pH 6,8). Apsorbanca 

reakcione smeše na 405 nm merena je nakon 5 min inkubacije na sobnoj 

temperaturi u mraku. Koncentracija GSSP određena je očitavanjem sa standardne 

krive formirane na osnovu vrednosti apsorbance standarda GSH u opsegu 

koncentracija 4 – 256 µM. Koncentracije su izražavane u µM GSH/mg proteina, 

odnosno µM GSH/g Hb. 

3.13. Određivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaštite 

3.13.1. Određivanje aktivnosti superoksid dismutaze 

Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD) u homogenatima Rin-5F 

ćelija, jetre i bubrega i lizatima eritrocita određivana je adrenalinskom metodom 

(Misra i Fridovich, 1972). Metoda se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira 

spontanu autooksidaciju adrenalina u adrenohrom u alkalnoj sredini. Brzina 
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autooksidacije adrenalina prati se spektrofotometrijski na osnovu promene 

apsorbance tokom 10 minuta na 480 nm. Brzina autooksidacije adrenalina 

ekvivalantna je nagibu linearnog dela porasta apsorbance, a procenat inhibicije se 

koristi kao mera katalitičke aktivnosti enzima. 

U reakcionu smešu koju čine 3 mL 0,05 M Na2CO3 (pH 10,2) i 3x10-4 M 

rastvor adrenalina u 0,1 M HCl dodavan je uzorak u količini dovoljnoj da redukuje 

linearni deo krive autooksidacije adrenalina za 30-40%. Količina uzorka treba da 

bude tolika da promena apsorbance u minuti (∆ /min) tokom autooksidacije u 

linearnom delu bude 0,016-0,025.  utooksidacija adrenalina praćena je tokom 10 

min na 480 nm. Paralelno je praćena i brzina autooksidacije adrenalina u odsustvu 

uzorka (kontrolna reakcija).  ktivnost SOD računata je prema formuli 

              
                  

             
 

gde je ∆ adr – promena apsorbance kontrolne reakcije u minuti; ∆ uz – promena 

apsorbance reakcije sa uzorkom u minuti; Ruz – razblaženje uzorka; Vuz – 

zapremina uzorka (mL); Cuz – koncentracija proteina u uzorku (mg/mL). Aktivnost 

SOD izražavana je u jedinicama aktivnosti SOD po mg proteina (U/mg proteina), 

odnosno U/mg Hb. 

 ktivnost MnSOD u uzorcima određivana je istom metodom kao i ukupna 

SOD. Pre dodavanja uzorka u reakcionu smešu aktivnost CuZnSOD je blokirana 

dodavanjem 8 mM KCN u uzorak u odnosu 1:1 i inkubacijom 30 min pre početka 

analize.  ktivnost MnSOD računata je na isti način kao i ukupna SOD.  ktivnost 

CuZnSOD dobijena je oduzimanjem aktivnosti MnSOD od aktivnosti ukupne SOD. 

3.13.1.1. Uklanjanje hemoglobina iz eritrocita 

Za određivanje aktivnosti SOD u eritrocitima, iz lizata eritrocita je pre 

analize uklanjan hemoglobin: 0,5 mL lizata je mešano sa 3 mL hladne dH2O i 

inkubirano 30 min na ledu. Zatim je dodavan 1 mL ledenog 96% etanola (-20oC), 

uzorci su mućkani a nakon toga je dodavano 0,6 mL ledenog hloroforma (-20oC). 

Uzorci su dobro promućkani, inkubirani 10 min na ledu i centrifugirani na 

2300 x g, 10 min. Supernatant je korišćen za određivanje aktivnosti SOD gore 
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opisanom metodom. S’ obzirom da je CuZnSOD jedina forma SOD koju poseduju 

eritrociti sisara, određena aktivnost ukupne SOD predstavlja aktivnost CuZnSOD. 

3.13.2. Određivanje aktivnosti katalaze 

Aktivnost katalaze (CAT) u homogenatima Rin-5F ćelija, jetre i bubrega i 

lizatima eritrocita određivana je metodom po Claiborne-u (Claiborne, 1985). 

Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom praćenju brzine razlaganja H2O2 na 

240 nm, pri čemu je pad apsorbance proporcionalan aktivnosti C T u ispitivanom 

uzorku. U 1,5 mL podešenog rastvora H2O2 u 0,05 M K2H/KH2PO4 puferu (pH 7,0) 

dodavan je uzorak i praćen je pad apsorbance na 240 nm u toku 3 min na 

temperaturi 25oC. Rastvor H2O2 je podešavan tako da apsorbanca slepe probe bude 

u opsegu 0,520 – 0,525.  ktivnost C T u ispitivanim uzorcima računata je prema 

formuli: 

              
                        

            
 

gde je ∆ uz – srednja promena apsorbance uzorka u minuti; ∆ bl – srednja 

promena apsorbance slepe probe u minuti; Ruz – razblaženje uzorka; Vrs – 

zapremina reakcione smeše (mL); Vuz – zapremina uzorka (mL); Cuz – 

koncentracija proteina u uzorku (mg/mL); 43,6 – molarni ekstinkcioni koeficijent 

za H2O2 na 240 nm (M-1cm-1).  ktivnost C T izražavana je u jedinicama aktivnosti 

CAT po mg proteina (U/mg proteina), odnosno U/mg Hb. 

3.13.3. Određivanje aktivnosti glutation peroksidaze 

Aktivnost glutation peroksidaze (GPx) u homogenatima Rin-5F ćelija, jetre i 

bubrega i lizatima eritrocita određivana je metodom po Tamura-i (Tamura i sar., 

1982). Princip metode se zasniva na spregnutoj aktivnosti GPx i GR. GPx katalizuje 

oksidaciju GSH u GSSG uz redukciju organskih hidroperoksida dok GR katalizuje 

redukciju GSSG u GSH uz oksidaciju NADP kao koenzima. Aktivnost GPx se prati 

posredno spektrofotometrijskim praćenjem brzine oksidacije N DPH u N DP+ na 

340 nm. Jedinica aktivnosti GPx definisana je kao broj nanomolova oksidovanog 

NADPH u minuti (nmol NADPH/min) 
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U kvarcnu kivetu je redom dodavano 1,5 mL dH2O; 0,3 mL 1 mM GSH; 

0,6 mL 0,2 mM NADPH u 1% NaHCO3; 0,1 mL 1 mM NaN3; 0,1 mL 1 mM EDTA; 

0,3 mL 0,5 M K2H/KH2PO4 pufera (pH 7,0); 0,1 mL 0,03 M t-butilhidroperoksid, 

0,1 mL uzorka i 0,005 mL GR (100-300 U/mg proteina). Nakon mućkanja 

reakcione smeše merena je apsorbanca na 340 nm tokom tri minuta, pri 

temperaturi 25oC. Kao slepa proba korišćeni su rastvori bez dodatog uzorka 

(1,6 mL dH2O). Aktivnost GPx u ispitivanim uzorcima računata je prema formuli: 

              
                        

            
 

gde je ∆ uz – srednja promena apsorbance uzorka u minuti; ∆ bl – srednja 

promena apsorbance slepe probe u minuti; Ruz – razblaženje uzorka; Vrs – 

zapremina reakcione smeše (mL); Vuz – zapremina uzorka (mL); Cuz – 

koncentracija proteina u uzorku (mg/mL); 6,22 – molarni ekstinkcioni koeficijent 

za NADPH na 340 nm (M-1cm-1).  ktivnost GPx izražavana je u jedinicama 

aktivnosti GPx po mg proteina (nmol NADPH/min/mg proteina), odnosno nmol 

NADPH/min/mg Hb. 

3.13.4. Određivanje aktivnosti glutation reduktaze 

Aktivnost GR u homogenatima Rin-5F ćelija, jetre i bubrega i lizatima 

eritrocita određivana je metodom po Glatzle-u (Glatzle i sar., 1974). Aktivnost GR 

praćena je posredno spektrofotometrijskim praćenjem brzine oksidacije N DPH u 

NADP+ na 340 nm. 

U kvarcnu kivetu sipano je redom 0,6 mL 0,5 M K2H/KH2PO4 pufera 

(pH 7,4); 0,1 mL 4 mM GSSG; 0,1 mL 50 mM EDTA; 2 mL dH2O; 0,1 mL uzorka i 

0,1 mL 2 mM NADPH u 1% NaHCO3. Nakon mućkanja reakcione smeše merena je 

apsorbanca na 340 nm tokom tri minuta, pri temperaturi 25oC. Kao slepa proba 

korišćeni su rastvori bez dodatog uzorka.  ktivnost GR u ispitivanim uzorcima 

računata je prema formuli: 

             
                        

            
 

gde je ∆ uz – srednja promena apsorbance uzorka u minuti; ∆ bl – srednja 

promena apsorbance slepe probe u minuti; Ruz – razblaženje uzorka; Vrs – 
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zapremina reakcione smeše (mL); Vuz – zapremina uzorka (mL); Cuz – 

koncentracija proteina u uzorku (mg/mL); 6,22 – molarni ekstinkcioni koeficijent 

za NADPH na 340 nm (M-1cm-1).  ktivnost GR izražavana je u jedinicama aktivnosti 

GR po mg proteina (nmol NADPH/min/mg proteina), odnosno nmol 

NADPH/min/mg Hb. 

3.14. Imunoblot analiza proteina – Western blot 

3.14.1. Elektroforetsko razdvajanje proteina pod denaturišućim 

uslovima (SDS-PAGE) 

Za razdvajanje i karakterizaciju proteina korišćena je tehnika 

jednodimenzionalnog razdvajanja proteina prema molekulskim masama u 

poliakrilamidnom gelu u prisustvu SDS-a (SDS-PAGE), po modifikovanoj Laemmli 

metodi (Laemmli, 1970; Sambrook i sar., 1989). 

Proteini su razdvajani u 12% poliakrilamidnom gelu za razdvajanje (11,7% 

akrilamid; 0,3% metilen-bis-akrilamid; 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,05% 

amonijum-persulfat (APS) i 0,05% tetrametil-etilen-diamin (TEMED)), preko koga 

je nalivan 4% gel za skoncentrisavanje uzoraka (3,9% akrilamid; 0,1% metilen-bis-

akrilamid; 0,125 M Tris-HCl, pH 6,8; 0,1% SDS; 0,05% APS; 0,1% TEMED). Pre 

nanošenja na gel proteini su rastvarani u odnosu 1:1 u 2X puferu za uzorke 

(4% SDS; 0,125 M Tris-HCl, pH 6,8; 10% β-merkaptoetanol; 20% glicerol i 0,1% 

bromfenol plavo) i termički denaturisani 5 min na 95°C, a zatim je uzimano 20 µg 

proteina po uzorku za elektroforetsko razdvajanje u mini Bio-Rad sistemu 

(Mini-PROTEAN II electrophoresis cell). Kao pufer za elektroforezu korišćen je 

Tris-glicinski pufer (0,195 M glicin; 25 mM Tris-HCl, pH 8,8; 0,1% SDS). Kroz gel za 

skoncentrisavanje uzorci su putovali pri naponu 0,12 kV, odnosno 0,15 kV nakon 

ulaska u gel za razdvajanje. Po završetku elektroforeze (nakon izlaska boje 

bromfenol plavo iz gela) gelovi su bojeni Coomassie plavim ili su korišćeni za 

prenos proteina na membranu. 

Bojenje proteina vršeno je potapanjem gela u rastvor sastava 0,2% 

Coomassie plavo (Coomassie Brilliant Blue R-250), 45% metanol i 10% glacijalna 
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sirćetna kiselina, 30-60 min dok je uklanjanje nespecifično vezane boje vršeno u 

smeši metanola, vode i glacijalne sirćetne kiseline (4,5 : 4,5 : 1; v/v/v). 

3.14.3. Prenos proteina na membrane 

Elektroforetski razdvojeni proteini prenošeni su na PVDF (polyvinylidene 

difluoride) membrane (Amersham Hybond P 0.45 PVDF, GE Healthcare Life 

Sciences) pod uticajem električne struje (Burnette, 1981). Nakon završetka 

elektroforeze, gelovi za razdvajanje su pažljivo uklanjani sa staklene ploče i 

potapani u ohlađeni pufer za prenos (25 mM Tris-HCl, pH 8,3; 192 mM glicin; 20% 

methanol; 0,02% SDS). PVDF membrane odgovarajuće veličine su prvo aktivirane 

u metanolu 2 min, ispirane u dejonizovanoj vodi i potom prebačene u pufer za 

prenos. Nakon 30 min, gel i membrana su slagani u sendvič od filter papira 

(Whatman 3MM) i sunđera i postavljani u aparat za transfer (Bio-Rad, Mini Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell). Prenos proteina sa gela na membranu vršen je 

preko noći na 30 V, nakon čega su membrane bojene 1% Ponceau-S u 5% sirćetnoj 

kiselini, a gelovi Coomassie plavim, kako bi se proverili ispravnost transfera i 

elektroforeze. 

3.14.4. Imunoblot analiza proteina 

Imunoblot analiza proteina rađena je po modifikovanoj metodi (Towbin i 

sar., 1979). Membrane sa prenetim proteinima su ispirane 3 puta u trajanju od 

10 min, u 0,05% rastvoru Tween 20 u TBS puferu (20 mM Tris-HCl, pH 7,6; 

150 mM NaCl) – TBS-T. Nakon ispiranja, proteini na membrani su blokirani u 

rastvoru za blokiranje (5% nemasno mleko u prahu (Blotto, non-fat dry milk, Santa 

Cruz Biotechnology) rastvarano u TBS-T puferu) 1 h, na sobnoj temperaturi, uz 

lagano ljuljanje. Membrane su zatim ispirane TBS-T puferom (1x15 min, 3x5 min) i 

inkubirane sa primarnim antitelom preko noći na +4oC, uz lagano mućkanje 

(Tabela 3.2). Nakon inkubacije sa primarnim antitelom membrane su ispirane 

(1x15, 3x5 min u TBS-T puferu) i zatim inkubirane sa odgovarajućim sekundarnim 

antitelom obeleženim HRP-om, 1 h na sobnoj temperaturi, uz lagano ljuljanje. 

Nakon uklanjanja nevezanih antitela ispiranjem u TBS-T puferu (1x15, 4x5 min) 
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membrane su bojene luminol reagensom (Western Blotting Luminol Reagent, 

Santa Cruz Biotechnology) i stavljane pod filmove (Hyperfilm ECL, Santa Cruz 

Biotechnology, RPN 3103 K) u trajanju od 10 sek do 10 min. Za ponovno korišćenje 

iste membrane za drugo antitelo, membrana je inkubirana 35 min na 55°C u puferu 

za striping (100 mM β-merkaptoetanol; 2% SDS; 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8), zatim 

ispirana tri puta po 30 min u TBS-T puferu i inkubirana sa drugim antitelom po 

istom principu. 

Kvantitativna analiza optičkih gustina imunopozitivnih traka je urađena u 

programu TotalLab (Phoretix) v1.1 i izražena kao relativna vrednost. 

Tabela 3.2. Primarna i sekundarna antitela korišćena u imunoblot analizi 

Anti- Kat. broj kDa Poreklo Razblaženje Proizvođač 

Primarna antitela 

α2M 

(R-19) 
sc-8517 185 koza 

1:500 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

SP1 

(E-3) 
sc-17824 106 miš 

1:250 

u 3% BSA 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

FOXO3A 

(H-144) 
sc-11351 97 zec 

1:250 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

Lamin B 

(M-20) 
sc-6217 67 koza 

1:500 

u 1% BSA 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

p-NFκB p65 

(Ser 311) 
sc-33039 65 zec 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

NFκB p65 

(C-20) 
sc-372 65 zec 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

CAT ab16731 65 zec 
1:5000 

u 3% mleku 
Abcam, Cambridge, UK 

GR ab16801 58 zec 
1:2000 

u 0,5% BSA 
Abcam, Cambridge, UK 

p-Akt 1/2/3 

(Ser 473) 
sc-7985-R 56/60 zec 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

Akt 1/2/3 

(H-136) 
sc-8312 56/60 zec 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 
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Nrf-2 

(C-20) 
sc-722 57 zec 

1:500 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

PDX-1 

(H-140) 
sc-25403 46 zec 

1:250 

u 1% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

p-ERK 

(E-4) 
sc-7383 42/44 miš 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

ERK 

(K-23) 
sc-94 42/44 zec 

1:2000 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

p-p38 

(Tyr 182) 
sc-7975-R 38 zec 

1:500 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

p38α 

(C-20) 
sc-535 38 zec 

1:1000 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

GAPDH 

(FL-335) 
sc-25778 37 zec 

1:1000 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

MnSOD 

(FL-222) 
sc-30080 25 zec 

1:1000 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

GPx 1 ab22604 22 zec 
1:1000 

u 0,5% BSA 
Abcam, Cambridge, UK 

MafA 

(F-6) 

sc-

390491 
36 miš 

1:250 

u TBS-T 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

CuZnSOD 

(C-17) 
sc-8637 17 koza 

1:750 

u 3% mleku 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

O-GLcNac O7764  miš 
1:2000 

u 3% mleku 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA 

CML ab27683  koza 
1:2000 

u TBS-T 
Abcam, Cambridge, UK 

Sekundarna antitela 

Anti zečji 

IgG-HRP 
sc-2379 

 
goveče 1:2000 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

Anti kozji 

IgG-HRP 
sc-2378 

 
goveče 1:2000 

Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Dallas, TX, USA 

Anti mišji 

IgG-HRP 
7076 

 
konj 1:3000 

Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA 
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3.15. Kvantitativna lančana reakcija polimeraze u realnom vremenu 

(RT-qPCR) 

Ekspresija gena za enzime antioksidativne zaštite (C T, GPx, GR, MnSOD, 

CuZnSOD) i insulin u Rin-5F ćelijama ispitivana je kvantitativnom lančanom 

reakcijom polimeraze (eng. polymerase chain reaction; PCR) u realnom vremenu 

(RT-qPCR). Reakciona smeša za RT-qPCR sastojala se od 5 μL Maxima SYBR 

Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Fischer Scientific), koji je sadržao DNK 

polimerazu (Maxima Hot Start Taq DN  polimerase), dNTP, odgovarajući pufer za 

PCR reakciju i fluorescentnu boju SYBR Green I, 1 μL cDNK koja je pre dodavanja u 

RT-qPCR reakciju razblaživana do koncentracije 0,5 μg/μL, po 0,5 μL 

odgovarajućih prajmera za gen od interesa (finalne koncentracije 0,5 pM) i 3 μL 

dH2O. Parovi prajmera korišćeni u analizi prikazani su u Tabeli 3.3. Deset 

mikrolitara reakcione smeše dodato je u svaki bunarić mikroploče za RT-qPCR 

(MicroAmp Optical, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) koji su potom 

zapečaćeni optičkim adhezivnim filmom (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). 

Nakon centrifugiranja u trajanju od 3 min na 1000 x g, ploča je preneta u 

termoblok aparata za RT-qPCR (QuantStudio 3 Real-Time PCR system, Applied 

Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Inicijalni korak denaturacije od 10 min na 95°C 

pratilo je 40 ciklusa koji su se sastojali od koraka denaturacije DNK lanaca 15 sek 

na 95°C i koraka vezivanja prajmera i elongacije lanaca 1 min na 60°C. Nivo 

ekspresije ispitivanog gena normalizovan je u odnosu na ekspresiju gena za 

GAPDH detektovanog u istom uzorku i prikazan kao 2-ΔCt, gde je ΔCt razlika između 

Ct vrednosti gena od interesa i gena za GAPDH. 
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Tabela 3.3. Sekvence prajmera korišćenih u RT-qPCR analizi 

Naziv gena  Sekvenca para prajmera 5’ – 3’ Dužina fragmenta 

CAT 
Fw 5'-GCGAATGGAGAGGCAGTGTAC-3' 

652 bp 
Rev 5'-GAGTGACGTTGTCTTCATTAGCACTG-3' 

MnSOD 
Fw 5'-CAGATCATGCAGCTGCACCA-3' 

133 bp 
Rev 5'-TCAGTCCAGGCTGAAGAGCA-3' 

CuZnSOD 
Fw 5'-GCAGAAGGCAAGCGGTGAAC-3' 

282 bp 
Rev 5'-CGGCCAATGATGGAATGCTC-3' 

GPx 
Fw 5'-AGTTCGGACATCAGGAGAATGG-3' 

141 bp 
Rev 5'-TAAAGAGCGGGTGAGCCTTC-3' 

GR 
Fw 5'-CACTTCCCGGTAGGAAACCC-3' 

227 bp 
Rev 5'-GATCGCAACTGGGGTGAGAA-3' 

Insulin 
Fw 5'-ATGGCCCTGTGGATGCGCTT-3' 

275 bp 
Rev 5'-ACAATGCCACGCTTCTGCCG-3' 

GAPDH 
Fw 5’-CAAGGTCATCCATGACAACTTTG-3’ 

496 bp 
Rev 5’-GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’ 

 

3.16. Statistička obrada podataka 

Statistička analiza svih dobijenih rezultata je rađena primenom softvera 

GraphPad Prism v5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Za utvrđivanje 

značajnosti razlike između eksperimentalnih grupa poređenjem sa odgovarajućom 

kontrolnom grupom korišćena je jednosmerna analiza varijanse (one-way ANOVA) 

praćena Bonferroni testom (Bonferroni's Multiple Comparison Test). Statistički 

značajnom smatrana je verovatnoća p < 0,05. Svi rezultati su prikazani kao srednja 

vrednost ± SEM (eng. standard error of mean). 
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4. REZULTATI 

4.1. Kvalitativna i kvantitativna analiza hemijskog sastava metanolnog 

ekstrakta kičice 

 Sadržaj ukupnih fenola (TPC) u metanolnom ekstraktu kičice 

pripremljenom od nadzemnih delova biljaka iznosio je 25,13 ± 0,45 mg EGK/g SE, 

dok je sadržaj ukupnih flavonoida (TFC) iznosio 67,86 ± 2,10 mg EKV/g SE 

(Tabela 4.1.A). 

Na osnovu preliminarnih rezultata fitohemijskog ispitivanja sastava EK 

(rezultati nisu prikazani), za kvantitativnu analizu ekstrakta odabrano je 21 

jedinjenje sa najvećim udelom. Metodom eksternog standarda ispitana je količina 

fenolnih kiselina (p-kumarna, sinapinska, kafeinska i ferulinska kiselina), 

flavonoida iz grupe flavona (luteolin i apigenin), flavonola (kvercetin, rutin, 

izokvercitrin, kempferol i astragalin) i flavanona (naringenin), ksantona 

(dekusatin, eustomin, demetileustomin i metilbelidifolin), kao i sekoiridoida 

(svercijamarin, sverozid, genciopikrin, loganin i sekologanin) (Tabela 4.1.B, Slike 

4.1 i 4.2). Dominantna jedinjenja u nadzemnim delovima kičice bili su sekoiridoidi 

– svercijamarin (657,48 ± 97,62 mg/g SE), sverozid (464,59 ± 65,24 mg/g SE) i 

genciopikrin (59,27 ± 10,92 mg/g SE). Druga najzastupljenija grupa sekundarnih 

metabolita u ekstraktu bili su ksantoni, pre svih demetileustomin 

(0,88 ± 0,08 mg/g SE) i metilbelidifolin (0,88 ± 0,01 mg/g SE). Ostala fenolna 

jedinjenja bila su prisutna u znatno nižim koncentracijama. Među ispitivanim 

fenolnim kiselinama najveću zastupljenost u ekstraktu imala je ferulinska kiselina 

(0,0258 ± 0,0017 mg/g SE), dok je rutin (0,0658 ± 0,0046 mg/g SE) bio najzastup-

ljeniji među flavonoidima. 
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Tabela 4.1. Kvalitativna i kvantitativna analiza metanolnog ekstrakta pripremljenog od nadzemnih delova kičice 

A  

 TPC  TFC  

 (mg EGK/g SE) (mg EKV/g SE)  

 25,13 ± 0,45 67,86 ± 2,10  

B  

 () HESI–MS podaci 

No. Jedinjenje  tR  Masa  HESI jonizacioni mod MS2 fragmenti  Koncentracija  

   (min) (m/z)  (m/z) (µg/mg SE) 

1 Kafeinska kiselinaa PA 2,51 179 M−H−  135; 134 0,0043 ± 0,0007 

2 Svercijamarina S 2,71 433 M+CH3COOH −H−  179; 161 657,48 ± 97,624 

3 Genciopikrina S 2,96 415 M+CH3COOH −H−  179; 119 59,270 ± 10,916 

4 Loganina S 3,05 449 M+CH3COOH −H−  227; 127 0,1781 ± 0,0305 

5 Sverozida S 3,09 417 M+CH3COOH −H−  195; 161 464,59 ± 65,239 

6 p-Kumarna kiselina a PA 3,38 163 M−H−  119; 93 0,0171 ± 0,0016 

7 Sekologanina S 3,46 447 M+CH3COOH −H−  155; 123 0,0509 ± 0,0021 

8 Ferulinska kiselinaa PA 3,70 193 M−H−  178; 134 0,0258 ± 0,0017 

9 Sinapinska kiselinaa PA 3,81 223 M−H−  193; 121 0,0020 ± 0,0002 

10 Rutina F 3,88 609 M−H−  301; 300 0,0658 ± 0,0046 

11 Izokvercitrina F 4,11 463 M−H−  300; 243 0,0016 ± 0,0002 

12 Astragalina F 4,41 447 M−H−  284; 255 0,0006 ± 0,0001 

13 Luteolina F 5,31 285 M−H−  151; 133 0,0006 ± 0,0002 

14 Kvercetina F 5,38 301 M−H−  179; 151 0,0040 ± 0,0005 
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15 Apigenina F 5,76 269 M−H−  149; 117 0,0068 ± 0,0004 

16 Naringenina F 5,83 271 M−H−  151; 119 0,0017 ± 0,0002 

17 Kempferola F 5,92 285 M−H−  211; 157 0,0006 ± 0,0001 

18 Dekusatinb X 8,06 303 M+H+  245; 202 0,4343 ± 0,0344 

19 Eustominb X 8,49 363 M+H+  333; 305 0,5854 ± 0,0471 

20 Metilbelidifolinb X 9,07 289 M+H+  274; 217 0,8804 ± 0,0090 

21 Demetileustominb X 9,32 349 M+H+  319; 291 0,8821 ± 0,0816 

 (A) Sadržaj ukupnih fenola (TPC) i ukupnih flavonoida (TFC) u metanolnom ekstraktu kičice. EGK – ekvivalenti galne kiseline; EKV – 
ekvivalenti kvercetina; SE – suvi ekstrakt. (B) UHPLC/(+/−)HESI–MS i UHPLC/(+/−)HESI–MS/MS analiza odabranih polifenola i sekoiridoida u 
metanolnom ekstraktu kičice, uključujući broj pika (No), retenciono vreme (tR), masu, glavne MS2 fragmente dobijene tokom SRM (eng. Selected 
Reaction Monitoring) analize i koncentracije u uzorku (µg/mg SE). Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SEM (n=3). S – sekoiridoidi; 
PA – fenolne kiseline; F – flavonoidi; X – ksantoni. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 
a Potvrđeno na osnovu standardnog jedinjenja 
b Potvrđeno na osnovu referentnog jedinjenja 



80 
 

 

Slika 4.1. UHPLC-DAD hromatogram metanolnog ekstrakta kičice na λmax=260 (crna linija) i 320 nm (crvena linija). Ispitivana 
jedinjenja označena su brojevima koji odgovaraju brojevima u Tabeli 1.B. (1 – Kafeinska kiselina; 2 – Svercijamarin; 3 – Genciopikrin;               
4 – Loganin; 5 – Sverozid; 6 – p-Kumarinska kiselina; 7 – Sekologanin; 8 – Ferulinska kiselina; 9 – Sinapinska kiselina; 10 – Rutin;                     
11 – Izokvercitrin; 12 – Astragalin; 13 – Luteolin; 14 – Kvercetin; 15 – Apigenin; 16 – Naringenin; 17 – Kempferol; 18 – Dekusatin;                   
19 – Eustomin; 20 – Metilbelidifolin; 21 – Demetileustomin). 
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Slika 4.2. UHPLC-qqqMS SRM hromatogram metanolnog ekstrakta kičice. Prikazani su hromatogrami pojedinačnih odabranih jedinjenja 
ekstrakta nakon razdvajanja u posebnim kanalima. Za preciznu identifikaciju i potvrdu jedinjenja, SRM analiza je rađena za svako jedinjenje u 
duplikatu. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 
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4.2. Antioksidativni potencijal ekstrakta kičice u in vitro 

eksperimentalnim uslovima 

Antioksidativni potencijal EK ispitan je primenom sledećih in vitro 

kolorimetrijskih eseja: sposobnost neutralizacije DPPH• radikala, ispitivanje 

redukujućeg potencijala, sposobnost neutralizacije H2O2, sposobnost neutralizacije 

NO• i sposobnost helacije Fe2+ (Slika 4.3.). Ispitana je serija rastućih koncentracija 

ekstrakta a rezultati su upoređeni sa rezultatima odgovarajućih standardnih 

supstanci u istim koncentracijama. Sposobnost neutralizacije DPPH• radikala rasla 

je sa porastom koncentracije ekstrakta, ali je u svim ispitanim koncentracijama bila 

niža od sposobnosti neutralizacije DPPH• radikala izmerene za askorbinsku 

kiselinu (Slika 4.3. ). Redukujući potencijal EK se značajno uvećavao sa porastom 

koncentracije tako da je pri najvećoj koncentraciji skoro dostigao redukujući 

potencijal askorbinske kiseline (Slika 4.3.B). U svim ispitanim koncentracijama EK 

je ispoljio veću sposobnost neutralizacije H2O2 i NO• od askorbinske kiseline, 

odnosno kurkumina (Slike 4.3.C i 4.3.D, redom). Sposobnost helacije Fe2+ jona je 

takođe rasla sa porastom koncentracije EK, ali je bila konstantno niža od 

odgovarajućih vrednosti izmerenih za EDT  koji je u svim ispitivanim 

koncentracijama helirao blizu 100% prisutnih Fe2+ jona (Slika 4.3.E).  

Rezultati korelacione analize između odgovarajućeg in vitro eseja i ukupnog 

sadržaja fenola i flavonoida u ekstraktu ukazali su na postojanje statistički 

značajne izražene pozitivne linearne korelacije između TPC i TFC sa svim in vitro 

testovima izuzev sposobnosti neutralizacije H2O2, gde je uočena statistički 

značajna pozitivna nelinearna korelacija (Tabela 4.2.). 
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Slika 4.3. Antioksidativni potencijal metanolnog ekstrakta kičice u in vitro 
eksperimentalnim uslovima. (A) Sposobnost neutralizacije DPPH• radikala; 
(B) Redukujući potencijal ekstrakta; (C) Sposobnost neutralizacije vodonik peroksida; 
(D) Sposobnost neutralizacije azot oksida; (E) Sposobnost helacije Fe2+ jona. Kao 
standardne supstance u odgovarajućim testovima korišćeni su askorbinska kiselina, 
kurkumin i EDTA. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (n=6). Preuzeto i 
modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 

Tabela 4.2. Antioksidativna aktivnost ekstrakta kičice je u pozitivnoj korelaciji sa 
sadržajem ukupnih fenola i flavonoida 

R 

(R2) 

Neutralizacija 

DPPH• 

Redukujući 

potencijal 

Neutralizacija 

H2O2 
& 

Neutralizacija 

NO 

Helacija Fe2+ 

TPC 0,927 (0,859) * 0,973 (0,947) ** 0,917 (0,841) * 0,962 (0,926) ** 0,993 (0,987) *** 

TFC 0,947 (0,898) * 0,986 (0,972) ** 0,941 (0,885) * 0,970 (0,940) ** 0,989 (0,977) ** 

R – Pearson koeficijent korelacije; R2 – koeficijent determinacije; TPC – sadržaj ukupnih 
fenola u EK; TFC – sadržaj ukupnih flavonoida u EK; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; 
& korelaciona analiza između sposobnosti neutralizacije H2O2 i TPC/TFC urađena nakon 
linearizacije na Log skalu 
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4.3. Uticaj ekstrakta kičice na sistemski oksidativni stres kod pacova u 

uslovima dijabetesa 

Nakon analize antioksidativne aktivnosti EK u in vitro uslovima, u daljem 

toku istraživanja ispitani su efekti EK u in vivo uslovima, odnosno na model 

sistemu dijabetesa pacova. Najpre je analiziran uticaj EK na promenu telesne mase 

dijabetičnih životinja kao i na osnovne biohemijske parametre karakteristične za 

dijabetes. Imajući u vidu da eritrociti prvi odgovaraju na povišen nivo oksidativnog 

stresa u uslovima hiperglikemije i da stepen njihovog oštećenja odražava sistemski 

oksidativni stres, ispitan je i efekat EK na strukturne i funkcionalne parametre 

eritrocita. 

4.3.1. Analiza promena telesne mase i osnovnih biohemijskih 

parametara u serumu pacova 

U tabeli 4.3 prikazani su biohemijski parametri karakteristični za dijabetes i 

promene telesne mase pacova četiri nedelje nakon tretmana STZ-om, odnosno 

nakon izazivanja dijabetesa. U poređenju sa kontrolnim životinjama (K) čija se 

telesna masa tokom trajanja eksperimenta uvećala za 52,78%, kod dijabetičnih 

pacova je zabeležen značajan gubitak telesne mase (-24,23%; p < 0,001). Tretman 

kontrolnih životinja ekstraktom nije bitno uticao na promenu telesne mase 

(+50,41%), dok je primena EK značajno ublažila pad telesne mase kako u 

posttretiranoj (-9,60%; p < 0,01) tako i u pretretiranoj grupi dijabetičnih životinja 

(-5,48%; p < 0,001). 

U poređenju sa kontrolnom grupom, tretman nedijabetičnih životinja 

ekstraktom nije imao uticaja na nivo glukoze i insulina u serumu. Dijabetična grupa 

životinja imala je sniženu koncentraciju insulina (3 puta; p < 0,001) i povećanu 

koncentraciju glukoze (4 puta; p < 0,001) u poređenju sa kontrolnim pacovima. 

Pored toga, u eritrocitima dijabetičnih životinja uočena je značajno viša 

koncentracija GlyHb u odnosu na kontrolne životinje (2,5 puta; p < 0,001). Primena 

EK snizila je koncentracije glukoze (1,5 puta kod D/EK grupe; p < 0,01, odnosno 

2 puta kod EK/D/EK grupe; p < 0,001) i GlyHb (1,4 puta kod D/EK grupe; p < 0,01, 

odnosno 1,8 puta kod EK/D/EK grupe; p < 0,001) i povećala količinu insulina u 
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serumu (1,7 puta kod D/EK grupe; p < 0,01, odnosno 2,4 puta kod EK/D/EK grupe 

i p < 0,001) u obe grupe dijabetičnih životinja. 

U odnosu na kontrolne uslove, koncentracije TG i LDL holesterola u serumu 

dijabetičnih životinja bile su povećane 3,2 (p < 0,001), odnosno 2,4 puta 

(p < 0,001). Tretman ekstraktom u posttretiranoj grupi dijabetičnih životinja 

smanjio je koncentraciju TG (za 27,5% u odnosu na D grupu; p < 0,05), dok je 

koncentracija LDL holesterola ostala nepromenjena. Pretretman ekstraktom je, sa 

druge strane, smanjio koncentracije TG (2,4 puta; p < 0,001) i LDL holesterola 

(1,6 puta; p < 0,01) u odnosu na dijabetične životinje. Koncentracije ukupnog i HDL 

holesterola se nisu značajno menjale između eksperimentalnih grupa. 

Tabela 4.3. Ekstrakt kičice poboljšava osnovne fizičke i biohemijske parametre kod 
dijabetičnih pacova 

 K K/EK D D/EK EK/D/EK 

N 7 7 7 7 7 

Δ t.m. 

(%) 
+52,78 ± 3,07 +50,41 ± 3,87 -24,23 ± 1,90*** -9,60 ± 3,05***;+ -5,48 ± 4,54***; ++ 

Glukoza 

(mmol/L) 
5,50 ± 0,09 5,75 ± 0,28 22,53 ± 1,04*** 15,1 ± 2,15***; ++ 11,27 ± 1,28*; +++ 

GlyHb 

(µmol/g Hb) 
3,11 ± 0,14 3,7 ± 0,22 7,92 ± 0,55*** 5,68 ± 0,59**; ++ 4,31 ± 0,17+++ 

Insulin 

(ng/mL) 
0,57 ± 0,04 0,59 ± 0,02 0,19 ± 0,02*** 0,33 ± 0,01***; ++ 0,45 ± 0,03*; +++ 

TG 

(mmol/L) 
0,6 ± 0,04 0,6 ± 0,13 1,93 ± 0,17*** 1,4 ± 0,09***; + 0,8 ± 0,04+++ 

TC 

(mmol/L) 
2,95 ± 0,18 2,94 ± 0,13 3,23 ± 0,12 3,51 ± 0,07 3,35 ± 0,16 

HDL 

(mmol/L) 
1,07 ± 0,05 0,93 ± 0,10 0,92 ± 0,02 1,02 ± 0,04 0,95 ± 0,04 

LDL 

(mmol/L) 
0,92 ± 0,05 0,71 ± 0,05 2,18 ± 0,21*** 1,82 ± 0,16** 1,38 ± 0,15++ 

Promena telesne mase (Δ t.m.), koncentracije glukoze, glikohemoglobina (GlyHb), insulina, 
triglicerida (TG), ukupnog holesterola (TC), HDL i LDL holesterola. K – kontrolna grupa; 
K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – posttretirana 
grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Rezultati 
su prikazani kao srednja vrednost ± SEM za naznačeni broj životinja (N). * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. 
Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 
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4.3.2. Uticaj ekstrakta kičice na strukturne i funkcionalne parametre 

eritrocita u uslovima dijabetesa 

4.3.2.1. Glikacija i glikozilacija proteina u serumu i eritrocitima u uslovima 

hiperglikemije 

Uticaj EK na proces glikacije serumskih proteina dijabetičnih pacova praćen 

je fluorescentnim merenjem krajnjih proizvoda glikacije (AGE) kao i imunoblot 

analizom prisustva jednog od glavnih krajnjih produkata glikacije 

N(ε)-(karboksimetil)lizina (CML). Specifična fluorescenca  GE-ova u serumu 

dijabetičnih pacova bila je povećana 1,5 puta (p < 0,001) u poređenju sa K 

životinjama, dok je kod dijabetičnih životinja tretiranih ekstraktom ona bila na 

kontrolnom nivou (Slika 4.4.A). Imunoblot analiza proteina seruma ukazala je na 

povećanu akumulaciju CML-a kod dijabetičnih životinja (Slika 4.4.B). Kod 

posttretiranih životinja EK je smanjio nivo CML-a u serumu za oko 23% u 

poređenju sa dijabetičnim životinjama (p < 0,001), dok je kod pretretiranih 

životinja nivo CML-a bio na kontrolnom nivou (p < 0,001 u odnosu na D). 

Usled povećanog priliva glukoze u put biosinteze heksozamina u uslovima 

hiperglikemije povećava se stepen posttranslacione modifikacije proteina na 

serinu i treoninu dodavanjem β-N-acetilglukozamina (O-GlcNAc). Efekat primene 

EK na stepen ove modifikacije u lizatima eritrocita ispitan je imunoblot analizom 

antitelom specifičnim za O-GlcNAc (Slika 4.4.C). U poređenju sa K životinjama, u 

eritrocitima dijabetičnih pacova detektovano je statistički značajno povećanje 

nivoa proteina modifikovanih O-GlcN c (p < 0,001). Tretman dijabetičnih pacova 

ekstraktom smanjio je nivo O-GlcN c modifikacije u obe dijabetične grupe 

(p < 0,001). 
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Slika 4.4. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje procese glikacije i glikozilacije proteina u 
serumu i eritrocitima dijabetičnih pacova. (A) Efekat EK na nivo AGE-ova u serumu 
pacova. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost ± SEM (N=7); (B) Relativne promene 
u nivou CML-a u serumu pacova; (C) Efekat EK na nivo O-GlcNAc modifikovanih proteina u 
lizatima eritrocita. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. 
Intenzitet pozitivnih traka na imunoblotovima određen je pomoću TotalLab (Phoretix) 
programa. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (N=3) u odnosu na optičku 
gustinu kontrolnog uzorka koji je arbitrarno označen kao 1. AGE – krajnji proizvodi 
glikacije; CML - N(ε)-(karboksimetil)lizin; O-GlcNAC - β-N-acetilglukozamin; Coomassie – 
bojenje Coomassie plavim koje je služilo kao kontrola nanošenja uzoraka. K – kontrolna 
grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – 
posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih 
životinja. *** p < 0,001 u odnosu na K; +++ p < 0,001 u odnosu na D. Preuzeto i modifikovano 
iz (Đorđević i sar., 2017). 

4.3.2.2. Analiza biomarkera oksidativnog stresa u eritrocitima 

Stepen oksidativnog stresa u eritrocitima pacova ispitan je određivanjem 

nivoa lipidne peroksidacije, odnosa GSH/GSSG i određivanjem koncentracije 

S-glutationilovanih proteina (GSSP). Koncentracija MDA, kao jednog od pokazatelja 

lipidne peroksidacije, bila je povećana za 33% (p < 0,01) u eritrocitima dijabetičnih 

pacova u odnosu na K životinje (Slika 4.5.A). Primena ekstrakta snizila je 

koncentracije MDA i u posttretiranoj (za 16%; p < 0,05) i u pretretiranoj grupi 

dijabetičnih životinja (za 31%; p < 0,001) u odnosu na D životinje, dok kod K/EK 
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životinja nije uticala na promenu njegove koncentracije. U eritrocitima dijabetičnih 

životinja detektovan je pad odnosa GSH/GSSG (oko 2 puta; p < 0,01) u odnosu na 

kontrolnu grupu (Slika 4.5.B). Nakon tretmana ekstraktom odnos GSH/GSSG se 

vratio na kontrolni nivo kod obe grupe dijabetičnih životinja (p < 0,05 za D/EK i 

p < 0,01 za EK/D/EK). Nivo GSSP kod pacova sa dijabetesom bio je veći za 34% 

(p < 0,05) u odnosu na K životinje (Slika 4.5.C). Tretman dijabetičnih pacova 

ekstraktom je značajno smanjio koncentracije GSSP u obe grupe (p < 0,01 za D/EK 

i p < 0,001 za EK/D/EK) i vratio ih na kontrolni nivo. 

 

Slika 4.5. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje nivo oksidativnog stresa u eritrocitima 
dijabetičnih pacova. (A) lipidna peroksidacija (TBARS); (B) odnos redukovanog i 
oksidovanog glutationa (GSH/GSSG); (C) nivo S-glutationilovanih proteina (GSSP) u 
lizatima eritrocita. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – 
dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – 
pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM (N=7). * p < 0,05, ** p < 0,01 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, 
+++ p < 0,001 u odnosu na D. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 

4.3.2.3.  ktivnost enzima antioksidativne zaštite u eritrocitima 

Na Slici 4.6. prikazane su aktivnosti i relativni nivoi proteina enzima 

antioksidativne zaštite C T, SOD, GPx i GR u eritrocitima pacova. U poređenju sa K 

životinjama, u eritrocitima dijabetičnih životinja detektovan je blagi porast u 

aktivnosti GPx (oko 17%), dok su aktivnosti ostalih enzima bile smanjene 

(Slika 4.6. ).  ktivnost C T je bila niža za 40% (p < 0,001), CuZnSOD za 26% 

(p < 0,05), a GR za 33% (p < 0,01). Tretman dijabetičnih pacova EK bio je praćen 

poboljšanjem aktivnosti enzima antioksidativne zaštite. U posttretiranoj grupi 

životinja aktivnost C T se uvećala za 24% (p < 0,001), aktivnost CuZnSOD za 25% 

(p < 0,05), dok se aktivnost GR uvećala za 22% (p < 0,01) u odnosu na aktivnosti 

zabeležene kod D životinja. U pretretiranoj grupi dijabetičnih životinja aktivnosti 
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C T, CuZnSOD i GR uvećale su se za 31% (p < 0,001), 24% (p < 0,05), odnosno 

19% (p < 0,05) u odnosu na D životinje. Promene u aktivnosti enzima 

antioksidativne zašite nisu bile praćene promenama na nivou proteina između 

eksperimentalnih grupa (Slika 4.6.B). 

 

Slika 4.6. Ekstrakt kičice (EK) moduliše aktivnost enzima antioksidativne zaštite u 
eritrocitima dijabetičnih pacova. ( )  ktivnost enzima antioksidativne zaštite i (B) 
njihov proteinski nivo u lizatima eritrocita. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri 
nezavisna eksperimenta. CAT – katalaza; CuZnSOD – bakar-cink superoksid dismutaza; 
GPx – glutation peroksidaza; GR – glutation reduktaza; Coomassie – bojenje Coomassie 
plavim koje je služilo kao kontrola nanošenja uzoraka. K – kontrolna grupa; K/EK – 
kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa 
dijabetičnih životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Vrednosti za 
aktivnost enzima (A) su prikazane kao srednja vrednost ± SEM (N=7).* p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. Preuzeto i 
modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 

4.3.2.4. Nivo α2-makroglobulina u serumu i aktivnost Akt kinaze u 

eritrocitima 

U cilju ispitivanja uticaja primene EK na agregaciju eritrocita, ispitana je 

promena koncentracije α2-makroglobulina (α2M) u serumu, za koji je utvrđeno da 

je u pozitivnoj korelaciji sa procesom agregacije (Torregiani i sar., 1995). U odnosu 

na kontrolne životinje, u serumu dijabetičnih pacova detektovan je porast nivoa 

α2M 4,2 puta (p < 0,01). Nakon tretmana ekstraktom, nivo α2M u serumu 
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posttretiranih životinja bio je 1,6 puta manji (p < 0,001) od nivoa detektovanog u 

serumu D životinja, dok je kod posttretiranih bio manji 1,8 puta (p < 0,001) 

(Slika 4.7.A). 

Za pravilnu razmenu kiseonika i ugljen-dioksida u tkivima od ključnog 

značaja je sposobnost eritrocita da se provuku kroz uske kapilare, što je označeno 

kao deformabilitet eritrocita. Jedan od faktora uključenih u očuvanje 

deformabiliteta eritrocita jeste i aktivnost PI3-K/Akt signalnog puta (Suhr i sar., 

2012). Imajući to u vidu ispitana je relativna promena prisustva i aktivnosti Akt 

kinaze imunoblot analizom lizata eritrocita specifičnim antitelima za ukupnu i 

fosforilisanu (aktivnu) formu Akt kinaze (Ser473) (Slika 4.7.B). Iako nije 

detektovana razlika u prisustvu Akt kinaze između eksperimentalnih grupa, 

aktivnost Akt kinaze, izražena preko odnosa p-Akt/Akt, u eritrocitima dijabetičnih 

pacova bila je smanjena za 32% (p < 0,05) u odnosu na K grupu. Tretman 

ekstraktom očuvao je aktivnost Akt kinaze u obe grupe dijabetičnih životinja na 

nivou aktivnosti detektovane u eritrocitima K pacova. 

 

Slika 4.7. Efekat primene ekstrakta kičice (EK) na (A) prisustvo α2-makroglobulina 
(α2M) i (B) stepen aktivnosti Akt kinaze (prikazan grafički kao odnos fosforilisane 
(p-Akt) i ukupne (Akt) forme proteina) u eritrocitima pacova. Prikazani su 
reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. Intenzitet pozitivnih traka na 
imunoblotovima određen je pomoću TotalLab (Phoretix) programa. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± SEM (N=3) u odnosu na optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je 
arbitrarno označen kao 1. Coomassie – bojenje Coomassie plavim koje je služilo kao 
kontrola nanošenja uzoraka. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana 
ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; 
EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih životinja. * p < 0,05, *** p < 0,001 u odnosu na K; 
++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2017). 
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4.4. Antioksidativni efekat ekstrakta kičice u jetri i bubregu u uslovima 

dijabetesa 

Dugotrajna hiperglikemija i udruženi oksidativni stres u dijabetesu 

vremenom dovode do razvoja makro- i mikrovaskularnih komplikacija, poput 

hepatopatije i nefropatije, koje povećavaju stopu smrtnosti kod obolelih osoba. 

Pored toga što aktivira signalne puteve koji rezultuju povećanom produkcijom 

ROS-ova, hiperglikemija u dijabetesu narušava i mehanizme antioksidativne 

zaštite. Povećana količina ROS-ova direktno dovodi do oštećenja jetre i bubrega a 

utiče i na smanjenje dotoka kiseonika usled pojačanog sistemskog oksidativnog 

stresa i oštećenja eritrocita, što dodatno doprinosi oštećenju tkiva. Kako bi se 

ispitalo protektivno delovanje EK na progresiju oštećenja jetre i bubrega u 

dijabetesu, analizirani su parametri koji odražavaju poremećaj u funkcionisanju 

jetre i bubrega, markeri oksidativnog stresa kao i promene aktivnosti i ekspresije 

enzima antioksidativne zaštite ovih organa.  

4.4.1. Promena mase jetre i bubrega dijabetičnih pacova 

U Tabeli 4.4. prikazane su relativne promene masa jetre i bubrega u odnosu 

na telesnu masu životinja na kraju četvrte nedelje od tretmana STZ-om. Kod 

dijabetičnih životinja zabeležen je značajan porast relativnih masa jetre 

(72%; p < 0,001) i bubrega (67%; p < 0,001) u odnosu na odgovarajuće vrednosti 

koje su zabeležene kod K životinja. Primena EK kod dijabetičnih životinja smanjila 

je relativnu masu jetre i u posttretiranoj (za 17%; p < 0,01) i u pretretiranoj grupi 

životinja (za 21%; p < 0,001). Relativna masa bubrega u odnosu na D životinje 

nakon tretmana ekstraktom bila je značajno smanjena samo kod EK/D/EK 

životinja (za 31%; p < 0,01). 
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Tabela 4.4. Efekat ekstrakta kičice na relativne promene masa jetre i bubrega 

 K K/EK D D/EK EK/D/EK 

N 7 7 7 7 7 

jetra / 

t.m. 
2,34 ± 0,01 2,24 ± 0,14 4,02 ± 0,15 *** 3,44 ± 0,16 **; ++ 3,33 ± 0,16 +++ 

bubreg / 

t.m. 
0,66 ± 0,01 0,70 ± 0,05 1,10 ± 0,05 *** 0,96 ± 0,04 *** 0,84 ± 0,05 ++ 

Telesne i mase organa su merene na kraju četvrte nedelje od izazivanja dijabetesa. 
jetra/t.m. – odnos mase jetre prema masi tela; bubreg/t.m. – odnos mase bubrega prema 
masi tela. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – 
dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – 
pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM za naznačeni broj životinja (N). ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; 
++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. 

4.4.2. Analiza biohemijskih parametara oštećenja jetre i bubrega u 

serumu dijabetičnih pacova  

Da bi se ispitao efekat EK na funkcionisanje jetre u uslovima dijabetesa 

analizirana je aktivnost aminotransferaza specifičnih za jetru – AST i ALT 

(Tabela 4.5). U odnosu na aktivnosti zabeležene u serumu K životinja, aktivnost 

 ST u serumu dijabetičnih životinja bila je povećana 1,77 puta (p < 0,001) dok je 

aktivnost  LT bila povećana 4,75 puta (p < 0,001). Tretman ekstraktom nije 

značajno uticao na aktivnost aminotransferaza kod kontrolnih životinja, dok je kod 

dijabetičnih životinja uočen pad aktivnosti. Kod D/EK životinja aktivnost  ST bila 

je niža 1,63 puta (p < 0,001) a  LT 2,26 puta (p < 0,001) u odnosu na D grupu. Pad 

aktivnosti aminotransferaza u odnosu na D grupu je kod EK/D/EK životinja bio 

izraženiji – aktivnost AST opala je 2,13 puta (p < 0,001) a ALT 4,2 puta (p < 0,001). 

Efekat EK na funkcionisanje bubrega ispitan je praćenjem promena u 

koncentraciji BUN-a i kreatinina, produkata razgradnje proteina koji se uklanjaju iz 

krvi filtriranjem u bubrezima. Koncentracija BUN-a u serumu dijabetičnih životinja 

bila je 3 puta veća (p < 0,001) u odnosu na vrednosti kod K životinja, dok je 

koncentracija kreatinina bila povećana 1,8 puta (p < 0,001) (Tabela 4.5). 

Posttretman dijabetičnih pacova ekstraktom smanjio je koncentraciju BUN-a za 

24% (p < 0,001) a kreatinina za 34% (p < 0,001). Pretretman je imao sličan efekat 

na koncentracije ispitivanih parametara – u odnosu na D životinje koncentracija 

BUN-a je bila umanjena za 26% (p < 0,001) a kreatinina za 55% (p < 0,001). 
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Ovi rezultati su ukazali da primena EK kod dijabetičnih pacova značajno 

poboljšava opšte stanje i funkcionisanje jetre i bubrega. 

Tabela 4.5. Ekstrakt kičice poboljšava parametre funkcionisanja jetre i bubrega kod 
dijabetičnih pacova 

 K K/EK D D/EK EK/D/EK 

N 7 7 7 7 7 

AST 

(U/L) 
151,55 ± 4,48 170,13 ± 3,78 268,16 ± 9,68 *** 164,50 ± 9,38 +++ 125,67 ± 8,58 +++ 

ALT 

(U/L) 
43,15 ± 1,83 56,67 ± 1,14 205,03 ± 14,92 *** 90,86 ± 5,59 ***; +++ 48,80 ± 3,96 +++ 

BUN 

(mmol/L) 
5,65 ± 0,09 5,55 ± 0,12 16,97 ± 0,16 *** 13,72 ± 0,44 ***; +++ 13,42 ± 0,40 ***; +++ 

Kreatinin 

(µmol/L) 
26,00 ± 1,40 26,50 ± 1,70 47,00 ± 0,99 *** 35,17 ± 1,81 **; +++ 30,25 ± 1,92 +++ 

AST – aspartat aminotransferaza; ALT – alanin aminotransferaza; BUN – eng. blood urea 
nitrogen. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – 
dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – 
pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM za naznačeni broj životinja (N). ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; 
+++p < 0,001 u odnosu na D. 

4.4.3. Analiza oksidativnog oštećenja jetre i bubrega 

U uslovima oksidativnog stresa dolazi do oštećenja molekula DNK, lipida i 

proteina u ćeliji. Stepen oksidativnog oštećenja DNK u jetri i bubregu utvrđen je 

pomoću alkalnog komet eseja (Slika 4.8.  i 4.8.B). Većina analiziranih ćelija jetre i 

bubrega kontrolnih životinja imala je neoštećenu DNK, dok je kod dijabetičnih 

životinja uočeno značajno oštećenje DNK molekula. Količina oštećene DNK u repu 

komete u jetri dijabetičnih životinja bila je veća 24,3 puta (p < 0,001) u odnosu na 

K grupu, dok je u bubregu bila povećana 21,5 puta (p < 0,001). Tretman 

ekstraktom značajno je smanjio stepen oksidativnog oštećenja DNK u obe 

dijabetične grupe. Analiza momenta repa komete pokazala je da EK smanjuje 

oštećenje DNK u jetri 3,25 puta (p < 0,001) kod D/EK životinja, odnosno 6,63 puta 

(p < 0,001) kod EK/D/EK životinja. Stepen oštećenja DNK u bubregu smanjio se 

2,18 puta (p < 0,001) kod D/EK grupe, odnosno 2,68 puta (p < 0,001) kod 

EK/D/EK grupe. U jetri i bubregu dijabetičnih životinja uočeno je i povećanje nivoa 

MDA (Slika 4.8.C). U poređenju sa K grupom, nivo MDA u jetri D pacova bio je 

povećan 1,4 puta (p < 0,01) dok je u bubregu bio veći 1,5 puta (p < 0,01). Tretman 
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ekstraktom je redukovao nivo lipidne peroksidacije u jetri i bubregu dijabetičnih 

životinja do nivoa zabeleženog kod K životinja i u posttretiranoj i u pretretiranoj 

grupi životinja.  

U jetri dijabetičnih pacova uočen je pad odnosa GSH/GSSG za 38% 

(p < 0,001) u odnosu na kontrolne jedinke. U bubregu je takođe zabeležen smanjen 

odnos GSH/GSSG (za 45%; p < 0,01). Tretman ekstraktom je bio praćen 

povećanjem odnosa GSH/GSSG u jetri i bubregu obe pre- i posttretirane dijabetične 

grupe do nivoa koji su bliski GSH/GSSG odnosu zabeleženom kod K životinja. Kod 

dijabetičnih životinja zabeležen je i porast u nivou GSSP u odnosu na K grupu – za 

54% u jetri (p < 0,001) i za 53% u bubregu (p < 0,001). Primena ekstrakta snizila je 

nivo GSSP i u jetri i u bubrezima obe grupe dijabetičnih životinja.  
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Slika 4.8. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje stepen oksidativnog oštećenja jetre i 
bubrega dijabetičnih pacova. ( ) Reprezentativne slike oštećenja DNK u jetri (gore) i 
bubregu (dole) utvrđenog pomoću alkalnog komet eseja; (B) Stepen oštećenja DNK je 
procenjen preko momenta repa komete. Kvantifikacija momenta repa kometa je urađena 
upotrebom kompjuterskog programa TriTekCometScore™Freeware v1.5; (C) lipidna 
peroksidacija (TBARS); (D) odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG); 
(E) nivo S-glutationilovanih proteina (GSSP) u homogenatima jetre i bubrega. K – 
kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; 
D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa 
dijabetičnih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (N=7). * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. 
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4.4.4. Aktivnost enzima antioksidativne zaštite u jetri i bubregu 

U Tabeli 4.6. prikazane su razlike u aktivnosti enzima antioksidativne 

zaštite u jetri i bubregu između eksperimentalnih grupa. U jetri dijabetičnih 

životinja zabeležen je pad u aktivnosti svih ispitivanih enzima u odnosu na 

odgovarajuće aktivnosti zabeležene kod K životinja. Aktivnost C T bila je niža za 

61% (p < 0,001), GPx za 13% (p < 0,01), GR za 22% (p < 0,01), MnSOD za 67% 

(p < 0,001), dok je aktivnost CuZnSOD opala za 64% (p < 0,001). Tretman 

ekstraktom povećao je aktivnosti ispitivanih enzima u jetri kod obe grupe 

dijabetičnih životinja. Kod D/EK životinja aktivnost CAT porasla je za 35% 

(p < 0,01), GR za 18% (p < 0,05), dok su aktivnosti MnSOD i CuZnSOD bile 

povećane za 44% (p < 0,05), odnosno za 57% (p < 0,001). U poređenju sa D 

grupom, aktivnosti C T, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD u jetri EK/D/EK životinja 

porasle su, redom, za 37% (p < 0,01), 22% (p < 0,001), 30% (p < 0,001), 42% 

(p < 0,05) i 51% (p < 0,01). 

Tabela 4.6. Efekat ekstrakta kičice (EK) na aktivnost enzima antioksidativne zaštite 
u jetri i bubregu 

 K K/EK D D/EK EK/D/EK 

Jetra 

CATa 300,4 ± 11,7 301,7 ± 17,7 186,7 ± 10,1 *** 251,8 ± 9,5 ++ 256,4 ± 10,1 ++ 

GPxa 527,9 ± 6,8 510,1 ± 9,2 465,8 ± 7,8 ** 509,5 ± 11,1 568,3 ± 20,0 +++ 

GRa 75,3 ± 1,0 77,5 ± 1,2 61,6 ± 2,5 ** 73,0 ± 2,7 + 80,0 ± 3,5 +++ 

MnSODa 9,6 ± 0,6 10,3 ± 0,7 5,8 ± 0,4 *** 8,3 ± 0,4 + 8,2 ± 0,3 + 

CuZnSODa 34,5 ± 1,8 32,8 ± 2,1 21,0 ± 1,5 *** 32,9 ± 2,2 +++ 31,8 ± 1,6 ++ 

Bubreg 

CATa 104,7 ± 2,3 106,8 ± 3,0 70,8 ± 1,7 *** 85,7 ± 1,7 ***; +++ 92,2 ± 1,9 **; +++ 

GPxa 262,3 ± 1,9 285,3 ± 7,4 433,6 ± 11,6 *** 355,5 ± 8,7 ***; +++ 350,8 ± 19,8 ***; +++ 

GRa 59,6 ± 2,0 62,4 ± 3,2 86,2 ± 4,0 *** 71,2 ± 4,0 + 72,0 ± 1,4 + 

MnSODa 5,5 ± 0,2 5,5 ± 0,1 3,8 ± 0,1 *** 4,7 ± 0,3 + 5,0 ± 0,2 ++ 

CuZnSODa 22,1 ± 1,1 23,3 ± 0,6 15,5 ± 0,6 *** 20,5 ± 1,3 + 22,6 ± 1,2 +++ 

a – U/mg proteina. CAT – katalaza; GPx – glutation peroksidaza; GR – glutation reduktaza; 
MnSOD – mangan superoksid dismutaza; CuZnSOD – bakar-cink superoksid dismutaza. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM (N=7). K – kontrolna grupa; K/EK – 
kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa 
dijabetičnih životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih životinja. ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. 
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Pored promena u aktivnosti enzima antioksidativne zaštite u jetri uočene su 

i promene na nivou proteina. Imunoblot analizom homogenata jetre dijabetičnih 

pacova zabeleženo je povećanje nivoa proteina GR (za 22%; p < 0,05), GPx (za 

53%; p < 0,001) i MnSOD (za 89%; p < 0,001), kao i smanjenje nivoa CuZnSOD (za 

27%; p < 0,05) u odnosu na K grupu, dok je nivo CAT ostao nepromenjen 

(Slika 4.9.A). Primena ekstrakta kod dijabetičnih životinja smanjila je značajno nivo 

GPx (za 23% kod D/EK životinja; p < 0,01, odnosno za 19% kod EK/D/EK životinja; 

p < 0,05) i MnSOD (za 37% kod D/EK životinja; p < 0,001, odnosno za 29% kod 

EK/D/EK životinja; p < 0,001). Kod obe grupe dijabetičnih životinja tretiranih 

ekstraktom zabeleženo je smanjenje nivoa GR (oko 12%) koje nije bilo statistički 

značajno, dok je nivo CuZnSOD u poređenju sa D životinjama bio blago povećan 

(oko 15%) kod EK/D/EK životinja.  

Promene u aktivnosti i nivou proteina enzima antioksidativne zaštite 

zabeležene su i u bubrezima dijabetičnih životinja. U poređenju sa K životinjama, 

aktivnost CAT opala je za 48% (p < 0,001), MnSOD za 45% (p < 0,001) a CuZnSOD 

za 43% (p < 0,01) (Tabela 4.6.). Sa druge strane, aktivnost GPx u bubrezima D 

životinja je porasla za 65% (p < 0,001), dok je aktivnost GR porasla za 45% 

(p < 0,001) u poređenju sa K grupom. Posttretman ekstraktom doveo je do porasta 

aktivnosti C T, MnSOD i CuZnSOD u bubrezima dijabetičnih životinja za 21% 

(p < 0,001), 24% (p < 0,05) i 33% (p < 0,05), redom. Pretretman ekstraktom je 

imao veći efekat na aktivnost enzima, pa se, u odnosu na odgovarajuće aktivnosti 

zabeležene kod D životinja, aktivnost C T u bubrezima EK/D/EK životinja 

povećala za 30% (p < 0,01), MnSOD za 33% (p < 0,01) a CuZnSOD za 46% 

(p < 0,001). Tretman dijabetičnih životinja ekstraktom imao je efekat i na aktivnost 

GPx i GR. U poređenju sa D grupom, aktivnost GPx kod D/EK i EK/D/EK pacova 

opala je za 22% (p < 0,001), odnosno 24% (p < 0,001), dok je aktivnost GR kod obe 

grupe dijabetičnih životinja tretiranih ekstraktom opala za oko 20% (p < 0,05).  

Nivo proteina CAT u bubrezima dijabetičnih životinja opao je za 52% 

(p < 0,001) u poređenju sa K životinjama (Slika 4.9B). U bubrezima D životinja 

uočen je i pad u nivou MnSOD (za 43%; p < 0,001) i CuZnSOD (za 34%; p < 0,001). 

Nivo GPx proteina bio je uvećan za 56% (p < 0,001) u odnosu na K grupu, dok je 

nivo GR bio nepromenjen. Tretman dijabetičnih životinja ekstraktom značajno je 
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povećao nivo C T (za 55% kod D/EK životinja; p < 0,05, odnosno za 58% kod 

EK/D/EK životinja; p < 0,05) i MnSOD (za 49% kod D/EK životinja; p < 0,001, 

odnosno za 27% kod EK/D/EK životinja; p < 0,05), ali i smanjio nivo GPx (za 25% 

kod D/EK životinja; p < 0,001, odnosno za 53% kod EK/D/EK životinja; p < 0,001). 

Kod kontrolnih životinja tretiranih EK nije zabeležena promena u aktivnosti 

i nivou proteina ni u jetri ni u bubrezima. 
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Slika 4.9. Imunoblot analiza proteina homogenata jetre (A) i bubrega (B) na 
prisustvo enzima antioksidativne zaštite. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri 
nezavisna eksperimenta. Grafički prikaz relativnog nivoa proteina enzima antioksidativne 
zaštite u odnosu na G PDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM u odnosu 
na optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je arbitrarno označen kao 1. C T – katalaza; GPx 
– glutation peroksidaza; GR – glutation reduktaza; MnSOD – mangan superoksid 
dismutaza; CuZnSOD – bakar-cink superoksid dismutaza; GAPDH – gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna grupa tretirana ekstraktom; D – 
dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih životinja; EK/D/EK – 
pretretirana grupa dijabetičnih životinja. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + 

p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 u odnosu na D. 

4.5. Uticaj ekstrakta kičice na β-ćelije pankreasa u uslovima dijabetesa 

Dijabetes se karakteriše progresivnim gubitkom broja i funkcije β-ćelija 

pankreasa. Hronična hiperglikemija preko različitih mehanizama narušava sintezu 

i sekreciju insulina i preživljavanje β-ćelija i doprinosi postojanom pogoršanju 

funkcionisanja β-ćelija i kontroli metabolizma obolelih osoba (Robertson, 2004). 

4.5.1. Analiza strukturnih i funkcionalnih parametara Langerhansovih 

ostrvaca dijabetičnih pacova 

Histološka analiza Langerhansovih ostrvaca pacova prikazana je na slici 

4.10.A. Na rutinski, hematoksilinom i eozinom obojenim presecima pankreasa 

kontrolnih životinja uočava se da su svetlije obojena Langerhansova ostrvca bila 

tipičnog ovalnog ili izduženog oblika, okružena tankom vezivnom opnom i 

odvojena od egzokrinog pankreasa. U poređenju sa kontrolnim životinjama, 

Langerhansova ostrvca dijabetičnih pacova bila su nepravilnog oblika, manja po 

veličini i broju, a uočen je i manji broj ćelija prisutnih u ostrvcima. Morfologija 

ostrvaca kod post- i pretretiranih životinja bila je više nalik ostrvcima kontrolnih 

životinja što ukazuje na protektivni efekat EK. Ovi rezultati u skladu su sa 

prisustvom i raspodelom β-, α- i δ-ćelija u ostrvcima detektovanim nakon 

imunohistohemijskog bojenja preseka pankreasa antitelima na insulin, glukagon i 

somatostatin. Za razliku od kontrolnih ostrvaca, gde je uočen ravnomeran 

raspored β-ćelija, u ostrvcima dijabetičnih pacova uočen je poremećen raspored i 

značajno manji broj ćelija pozitivnih na insulin (Slika 4.10.B). Nakon tretmana 

ekstraktom detektovano je povećanje broja ćelija pozitivnih na insulin u 

centralnom regionu ostrvaca dijabetičnih pacova, naročito u pretretiranoj grupi. 
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Kao što se može videti na slici 4.10.C, kod kontrolnih životinja α-ćelije su bile 

organizovane u grupe na obodu ostrvaca, dok su kod dijabetičnih životinja bile 

smeštene u centralnom delu. Nakon primene ekstrakta lokalizacija α-ćelija se 

pomerila ka obodu ostrvaca, što se naročito uočava kod pretretiranih životinja. 

Većina δ-ćelija pozitivnih na somatostatin bila je raspoređena na periferiji ostrvaca 

kontrolnih životinja, sa malim brojem ćelija prisutnih u centralnom delu 

(Slika 4.10.D). Kod dijabetičnih životinja uočena je centralna lokalizacija ćelija 

pozitivnih na somatostatin, dok su kod dijabetičnih životinja tretiranih ekstraktom 

δ-ćelije bile raspoređene po obodu ostrvaca. 

 

Slika 4.10. Ekstrakt kičice (EK) poboljšava strukturu i funkcionisanje endokrinog 
pankreasa. (A) Histološki izgled Langerhansovih ostrvaca pankreasa pacova (bojenje 
hematoksilinom i eozinom, uveličanje 40x). Imunohistohemijska analiza prisustva insulina 
(B), glukagona (C), somatostatina (D), GLUT-2 (E) i p-Akt (F) u Langerhansovim ostrvcima 
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pankreasa pacova (uveličanje 40x). Bar 50 µm. K – kontrolna grupa; K/EK – kontrolna 
grupa tretirana ekstraktom; D – dijabetična grupa; D/EK – posttretirana grupa dijabetičnih 
životinja; EK/D/EK – pretretirana grupa dijabetičnih životinja. Preuzeto i modifikovano iz 
(Đorđević i sar., 2019). 

U Langerhansovim ostrvcima kontrolnih životinja uočena je ravnomerna 

distribucija ćelija pozitivnih na transporter glukoze GLUT-2 koja se podudara sa 

distribucijom β-ćelija (Slika 4.10.E). Iako kod dijabetičnih životinja nije uočeno 

prisustvo GLUT-2 transportera, imunohistohemijsko bojenje preseka pankreasa 

dijabetičnih životinja tretiranih ekstraktom dalo je pozitivan signal na GLUT-2 u 

centralnoj regiji ostrvaca, naročito u pretretiranoj grupi. Imunohistohemijska 

analiza pankreasa kontrolnih životinja pokazala je prisustvo aktivirane 

fosforilisane forme Akt kinaze (p-Akt) ravnomerno raspoređene duž ostrvaca 

(Slika 4.10.F). Dok u ostrvcima dijabetičnih pacova nije uočeno prisustvo p-Akt, 

tretman dijabetičnih životinja EK očuvao je prisustvo p-Akt u ostrvcima na nivou 

uporedivim sa kontrolnim životinjama. 

Pozitivan efekat tretmana EK na pokazatelje strukturnih i funkcionalnih 

karakteristika endokrinog pankreasa kod dijabetičnih pacova otvorio je mogućnost 

ispitivanja molekularnih mehanizama protektivnog dejstva ekstrakta u β-ćelijama. 

4.5.2. Molekularni mehanizmi antioksidativnog i protektivnog dejstva 

ekstrakta kičice u β-ćelijama 

Ispitivanje molekularnih mehanizama antioksidativnog i protektivnog 

dejstva EK urađeno je in vitro, na Rin-5F (ATCC® CRL­2058™) ćelijskoj liniji 

insulinoma β-ćelija pacova. Ove ćelije se karakterišu aktivnom sintezom i 

sekrecijom insulina, i kao jedna od najčešće korišćenih β-ćelijskih linija u 

istraživanjima dijabetesa predstavljaju veoma značajno oruđe za proučavanje 

patoloških procesa u ćeliji i dejstva potencijalnih lekova za tretman dijabetesa 

(Dinić i sar., 2013b). Važno je istaći da ćelijske linije kao čista populacija ćelija 

omogućavaju doslednost u radu i dobijanje reproducibilnih rezultata (Kaur i 

Dufour, 2012).  

Protektivni efekti ekstrakta kičice analizirani su nakon tretmana Rin-5F 

ćelija H2O2, natrijum nitroprusidom (SNP) i streptozotocinom (STZ) koji izazivaju 

oksidativni stres i oštećenja β-ćelija putem različitih mehanizama Vodonik 
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peroksid direktno dovodi do oksidacije lipida, proteina i molekula DNK u ćeliji a 

takođe predstavlja izvor izuzetno reaktivnog HO•. SNP ili nitrofericijanid (Na2[NO-

Fe(CN)5]) je hidrosolubilno kompleksno jedinjenje koje se klinički koristi kao 

vazodilatator u tretmanu hipertenzije. U vodenom rastvoru SNP-a oslobađa se NO• 

pa se u istraživanjima najčešće koristi za ispitivanje citotoksičnog efekta izazvanog 

nitrozativnim stresom. Međutim, iako je NO• farmakološki aktivna komponenta 

ovog jedinjenja, SNP takođe pokreće i proizvodnju ROS-ova, naročito HO• preko 

Fentonove reakcije (Cardaci i sar., 2008). STZ je prirodni derivat nitrozouree koji 

se najčešće koristi za izazivanje eksperimentalnog modela dijabetesa kod životinja. 

Kao analog glukoze STZ se selektivno akumulira u β-ćelijama posredstvom GLUT-2 

transportera i dovodi do alkilacije i fragmentacije DNK molekula (Lenzen, 2008). 

Oštećenje DNK molekula aktivira proces reparacije DNK i dovodi do pojačane 

defosforilacije ATP-a što povećava količinu supstrata za ksantin oksidazu i 

posledičnog formiranja ROS-ova (•O2-, HO•). Pored toga, STZ oslobađa i NO koji 

dodatno doprinosi formiranju RNS vrsta (NO• i ONOO-) i oštećenju DNK molekula 

(Dinić i sar., 2013b). U cilju rasvetljavanja molekularnih mehanizama 

antioksidativnog i protektivnog dejstva EK u uslovima oksidativnog stresa 

izazvanog delovanjem različitih prooksidanasa, analizirani su preživljavanje i 

funkcionalnost (produkcija insulina) ćelija kao i stepen oksidativnog stresa 

praćenjem oštećenja DNK, lipida i proteina i analizom ekspresije i aktivnosti 

enzima antioksidativne zaštite (C T, GPx, GR, MnSOD, CuZnSOD) nakon tretmana 

Rin-5F ćelija svakim od navedenih agenasa.  

4.5.2.1. Ispitivanje citotoksičnog efekta ekstrakta kičice 

Imajući u vidu činjenicu da svaki lek u određenoj količini može imati štetno 

dejstvo, najpre je ispitana citotoksičnost EK. Rin-5F ćelije su tretirane rastućim 

koncentracijama EK (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 i 1 mg/mL) čija je in vitro antioksidativna 

aktivnost prethodno određena (Slika 4.3) i nakon 24h je urađen MTT test 

vijabilnosti. Kao što se može videti na slici 4.11. primena EK u nižim 

koncentracijama (0,05; 0,1 i 0,25 mg/mL) nije uticala na preživljavanje Rin-5F 

ćelija dok su koncentracije EK 0,5 i 1 mg/mL smanjile procenat preživelih ćelija za 

6% (p < 0,05), odnosno za 20% (p < 0,001). Stoga su za dalje ispitivanje pozitivnog 
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efekta EK u uslovima oksidativnog stresa izazvanog primenom H2O2, SNP-a i STZ-a 

odabrane netoksične koncentracije ekstrakta. 

 

Slika 4.11. Citotoksični efekat ekstrakta kičice (EK) na Rin-5F ćelije. MTT test 
preživljavanja nakon tretmana Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama EK u trajanju od 
24h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz minimum tri nezavisna 
eksperimenta. * p < 0,05, *** p < 0,001 u odnosu na kontrolne ćelije (0 mg/mL). Preuzeto i 
modifikovano iz (Đorđević i sar., 2019). 

4.5.2.2. Ispitivanje protektivnog efekta ekstrakta kičice na Rin-5F ćelije u 

uslovima oksidativnog stresa izazvanog primenom H2O2 

4.5.2.2.1. Preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F ćelija nakon tretmana H2O2 

Efekat EK na preživljavanje β-ćelija nakon tretmana H2O2 utvrđen je 

upotrebom MTT testa. Tretmanom Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama H2O2 u 

trajanju od 3h utvrđena je IC50 doza za H2O2 (75 µM) koja je korišćena u svim 

narednim eksperimentima (Slika 4.12. ). Nakon tretmana ćelija IC50 dozom H2O2 u 

kombinaciji sa netoksičnim koncentracijama EK zabeleženo je povećanje procenta 

preživelih ćelija u odnosu na H2O2 tretman (Slika 4.12.B). Neznatno povećanje je 

uočeno sa primenom EK u koncentraciji 0,05 mg/mL (5%), dok su koncentracije 

EK od 0,1 i 0,25 mg/mL povećale broj preživelih ćelija za 15% (p < 0,001), odnosno 

26% (p < 0,001). Sʼ obzirom da je najveće poboljšanje uočeno nakon primene EK u 

koncentraciji 0,25 mg/mL, za sve dalje eksperimente korišćena je kombinacija 

75 µm H2O2 i 0,25 mg/mL EK. 

Imajući u vidu da Rin-5F ćelije karakteriše aktivna sinteza i sekrecija 

insulina, efekat EK na funkcionalnost ćelija nakon tretmana H2O2 ispitan je 

određivanjem nivoa iRNK za insulin primenom RT-qPCR metode i ispitivanjem 

nivoa insulina oslobođenog u medijum u kome su ćelije gajene primenom ELISA 

metode (Slika 4.12.C i D). Tretman H2O2 smanjio je nivo iRNK za insulin (Ins1 gen) 
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za oko 45% (p < 0,001) u odnosu na nivo iRNK uočen kod kontrolnih ćelija. 

Kotretman ćelija H2O2/EK povećao je nivo iRNK za insulin u odnosu na 

H2O2-tretirane ćelije za oko 46% (p < 0,01). Takođe, tretman H2O2 smanjio je nivo 

oslobođenog insulina za oko 28% (p < 0,01), dok je primenom ekstrakta nivo 

oslobođenog insulina vraćen na kontrolnu vrednost. Kod kontrolnih ćelija 

tretiranih ekstraktom nije bilo promene u ekspresiji gena i nivou oslobođenog 

insulina. 

 

Slika 4.12. Ekstrakt kičice (EK) povećava preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F 
ćelija tretiranih vodonik peroksidom (H2O2). ( ) MTT test preživljavanja nakon 
tretmana Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama H2O2 u trajanju od 3h. (B) MTT test 
preživljavanja nakon kotretmana Rin-5F ćelija 75 µM H2O2 (IC50 doza) i netoksičnim 
koncentracijama EK. (C) Kvantitativna RT-PCR analiza iRNK za insulin u Rin-5F ćelijama 
nakon kotretmana 75 µM H2O2 i 0,25 mg/mL EK. (D) Nivo insulina oslobođenog u medijum 
nakon kotretmana Rin-5F ćelija 75 µM H2O2 i 0,25 mg/mL EK. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM iz minimum tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05, ** p < 0,01, 
*** p < 0,001 u odnosu na kontrolne ćelije (K); ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za kotretman 
H2O2/EK u odnosu na H2O2. 

4.5.2.2.2. Analiza parametara oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana H2O2 

Za utvrđivanje efekta EK na stepen oksidativnog oštećenja Rin-5F ćelija u 

uslovima oksidativnog stresa izazvanog primenom H2O2, ćelije su tretirane 75 µM 

H2O2 u prisustvu/odsustvu EK i nakon 3h ispitani su nivoi oštećenja DNK 
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(Slika 4.13), lipidne peroksidacije i GSSP-a, odnos GSH/GSSG i aktivnost enzima 

CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD (Tabela 4.7). 

Količina DNK u repu komete kod ćelija tretiranih H2O2 povećala se 6,6 puta 

(p < 0,001) u odnosu na kontrolne ćelije, dok je primena EK smanjila oštećenje 

DNK 2,9 puta (p < 0,001). U odnosu na kontrolne ćelije, koncentracija MD  i 

GSSP-a u H2O2-tretiranim ćelijama povećala se 2,3 (p < 0,001), odnosno 3,2 puta 

(p < 0,001). Pored toga, odnos GSH/GSSG u ćelijama tretiranim H2O2 opao je za oko 

39% (p < 0,01). EK je poboljšao parametre oksidativnog stresa, budući da su 

koncentracije MDA i GSSP-a bile umanjene za 49% (p < 0,001), odnosno za 55% 

(p < 0,001) u odnosu na H2O2-tretirane ćelije, dok je odnos GSH/GSSG u 

kotretiranim ćelijama bio na nivou kontrolnih ćelija (p < 0,001 u odnosu na 

H2O2-tretman). 

 

Slika 4.13. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje oštećenje DNK u Rin-5F ćelijama 
tretiranim vodonik peroksidom (H2O2). Stepen oštećenja DNK u ćelijama utvrđen je 
primenom alkalnog komet eseja, uz primenu momenta repa komete kao parametra 
oštećenja. Prikazane su reprezentativne slike kometa iz tri nezavisna eksperimenta. 
Prisustvo DNK u repu komete je određeno upotrebom TriTekCometScoreTMFreeware 
(v.1.5) programa i prikazano grafički kao srednja vrednost ± SEM. K – kontrolne ćelije; 
K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 3h; H2O2 – ćelije tretirane 
75 µM H2O2 u trajanju od 3h; H2O2/EK – ćelije kotretirane 75 µM H2O2 i 0,25 mg/mL EK u 
trajanju od 3h. *** p < 0,001 u odnosu na K; +++ p < 0,001 za kotretman H2O2/EK u odnosu 
na H2O2. 

 ktivnost enzima antioksidativne zaštite u Rin-5F ćelijama nakon 3h 

tretmana H2O2 u prisustvu/odsustvu EK praćena je spektrofotometrijskim 

metodama. U odnosu na kontrolne ćelije aktivnost C T, MnSOD i CuZnSOD u 

H2O2-tretiranim ćelijama porasla je za 32% (p < 0,01), 51% (p < 0,001) i 48% 

(p < 0,001), dok je aktivnost GPx i GR opala za 30% (p < 0,05), odnosno 23% 

(p < 0,001). H2O2/EK kotretman smanjio je aktivnost C T i CuZnSOD u poređenju 

sa H2O2 tretmanom za oko 17% (p < 0,05) i povećao aktivnost GPx i GR za 40% 

(p < 0,05), odnosno 20% (p < 0,05). Sa druge strane, zabeleženi pad aktivnosti 
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MnSOD nakon H2O2/EK kotretmana za 15% u poređenju sa H2O2 tretmanom nije 

bio statistički značajan. 

Tabela 4.7. Opšti parametri oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama tretiranim H2O2 

 C K/EK H2O2 H2O2/EK 

TBARS a 23,73 ± 1,19 29,58 ± 1,48 54,07 ± 2,70 *** 35,45 ± 1,77 *; +++ 

GSH/GSSG 23,15 ± 1,16 24,01 ± 1,2 14,16 ± 0,71 ** 24,97 ± 1,25 +++ 

GSSP b 48,69 ± 2,43 30,8 ± 1,54 153,46 ± 7,67 *** 68,79 ± 3,44 +++ 

CAT aktivnost c 3,42 ± 0,15 3,58 ± 0,09 4,54 ± 0,3 ** 3,77 ± 0,11 + 

GPx aktivnost c 2,97 ± 0,17 2,9 ± 0,19 2,07 ± 0,12 * 2,9 ± 0,22 + 

GR aktivnost c 40,52 ± 0,92 38,62 ± 1,79 31,11 ± 1,69 *** 37,25 ± 0,26 + 

MnSOD aktivnost c 1,18 ± 0,05 1,26 ± 0,07 1,78 ± 0,1 *** 1,51 ± 0,05 * 

CuZnSOD aktivnost c 3,21 ± 0,18 3,3 ± 0,19 4,75 ± 0,17 *** 3,93 ± 0,17 + 

Lipidna peroksidacija (TBARS), odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG), 
nivo S-glutationilovanih proteina (GSSP), enzimska aktivnost katalaze (CAT), glutation 
peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR), mangan i bakar-cink superoksid dismutaza 
(MnSOD i CuZnSOD). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz minimum tri 
nezavisna eksperimenta. K – kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK 
(0,25 mg/mL) u trajanju od 3h; H2O2 – ćelije tretirane 75 µM H2O2 u trajanju od 3h; 
H2O2/EK – ćelije kotretirane 75 µM H2O2 i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 3h. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, +++ p < 0,001 za kotretman H2O2/EK u 
odnosu na H2O2. 
a
 nM MDA/100 mg proteina 

b 
µM GSH/mg proteina 

c 
U aktivnosti/mg proteina 

4.5.2.2.3. Ekspresija enzima antioksidativne zaštite u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana H2O2 

Uočene promene u aktivnosti enzima antioksidativne zaštite mogu biti 

posledica različitih mehanizama koji se aktiviraju u uslovima oksidativnog stresa i 

u prisustvu EK. Sʼ obzirom da su prisustvo i aktivnost proteina regulisani, između 

ostalog, i na nivou transkripcije, sledeći korak bio je ispitivanje ekspresije gena za 

enzime antioksidativne zaštite u kontrolnim i ćelijama tretiranim H2O2 u 

prisustvu/odsustvu EK analizom nivoa transkripcije njihovih gena RT-qPCR 

metodom. Nakon toga, imunoblot analizom određeni su nivoi proteina analiziranih 

enzima (Slika 4.14). 

U odnosu na kontrolne ćelije, nivo iRNK za GPx u tretmanu H2O2 bio je 

uvećan za 83% (p < 0,001), dok je u kotretmanu (H2O2/EK) nivo iRNK za GPx bio 
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umanjen za oko 23% odnosu na tretman H2O2 (p < 0,01). Nakon H2O2 tretmana 

detektovano je povećanje ekspresije gena za MnSOD od 76% (p < 0,001) u odnosu 

na kontrolu dok je u kotretmanu (H2O2/EK) zabeleženo smanjenje ekspresije 

MnSOD od 25% (p < 0,05) u poređenju sa H2O2 tretmanom. Ekspresija gena za 

CAT, GR i CuZnSOD se nije menjala sa tretmanom H2O2 kao i nakon H2O2/EK 

kotretmana (Slika 4.14.A). 

Uočene promene na nivou transkripcije gena za enzime antioksidativne 

zaštite bile su praćene promenama na nivou proteina (Slika 4.14.B). Imunoblot 

analizom homogenata ćelija uočen je porast nivoa GPx, GR i MnSOD proteina u 

tretmanu H2O2 u odnosu na kontrolne ćelije za 54% (p < 0,001), 62% (p < 0,001) i 

73% (p < 0,001). U H2O2/EK kotretmanu nivoi GPx, GR i MnSOD proteina bili su 

smanjeni za 13% (p < 0,05), 10% (p < 0,05) i 14% (p < 0,05) u odnosu na H2O2 

tretman. Relativni nivoi CAT i CuZnSOD proteina ostali su nepromenjeni. 



108 
 

 

Slika 4.14. Efekat ekstrakta kičice (EK) na ekspresiju enzima antioksidativne zaštite 
u Rin-5F ćelijama tretiranim vodonik peroksidom (H2O2). (A) Kvantitativna RT-PCR 
analiza iRNK za CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD. Izolacija RNK i priprema 
komplementarne DNK (cDNK) iz Rin-5F ćelija je urađena nakon 3h tretmana ćelija 75 µM 
H2O2 u prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK. Ekspresije gena za enzime antioksidativne 
zaštite su određene relativno u odnosu na nivo iRNK za G PDH, a grafički su prikazane 
srednje vrednosti ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta urađena u triplikatu. (B) Imunoblot 
analiza CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD proteina u homogenatima kontrolnih i Rin-5F 
ćelija tretiranih H2O2 u prisustvu/odsustvu EK. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri 
nezavisna eksperimenta. Relativni nivoi proteina enzima antioksidativne zaštite su 
izraženi u odnosu na G PDH i grafički prikazani kao srednja vrednost ± SEM u odnosu na 
optičku gustinu kontrole arbitrarno označene kao 100%. C T – katalaza; GPx – glutation 
peroksidaza; GR – glutation reduktaza; MnSOD – mangan superoksid dismutaza; CuZnSOD 
– bakar-cink superoksid dismutaza. K – kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane 
EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 3h; H2O2 – ćelije tretirane 75 µM H2O2 u trajanju od 3h; 
H2O2/EK – ćelije kotretirane 75 µM H2O2 i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 3h. ** p < 0,01, 
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*** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za kotretman H2O2/EK u 
odnosu na H2O2. 

4.5.2.3. Ispitivanje efekta ekstrakta kičice na Rin-5F ćelije u uslovima 

oksidativnog stresa izazvanog primenom SNP-a 

4.5.2.3.1. Preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F ćelija nakon tretmana 

SNP-om 

Nakon tretmana Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama SNP-a u trajanju od 

24h određena je IC50 doza SNP-a (1,25 mM) koja je korišćena u narednim 

eksperimentima (Slika 4.15. ). Kotretman ćelija IC50 dozom SNP-a i EK povećao je 

preživljavanje ćelija, pri čemu je najveći efekat imala koncentracija EK 0,25 mg/mL 

(procenat preživelih ćelija u odnosu na tretman SNP-om povećao se za oko 24%; 

p < 0,001) (Slika 4.15.B). 

Analizom ekspresije i sekrecije insulina utvrđena je smanjena 

funkcionalnost Rin-5F ćelija nakon tretmana SNP-om. U poređenju sa kontrolnim 

ćelijama, nivo iRNK za insulin u SNP tretmanu bio je smanjen za 38% (p < 0,001) 

(Slika 4.15.C) dok je nivo insulina oslobođenog u medijum bio umanjen za 27% 

(p < 0,01) (Slika 4.15.D). Kotretman ćelija SNP/EK povećao je nivo iRNK za insulin 

u odnosu na tretman SNP-om za oko 36% (p < 0,05) kao i nivo oslobođenog 

insulina za 16% (p < 0,05). 
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Slika 4.15. Ekstrakt kičice (EK) povećava preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F 
ćelija tretiranih natrijum nitroprusidom (SNP). ( ) MTT test preživljavanja nakon 
tretmana Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama SNP-a u trajanju od 24h. (B) MTT test 
preživljavanja nakon kotretmana Rin-5F ćelija 1,25 mM SNP-om (IC50 doza) i netoksičnim 
koncentracijama EK. (C) Kvantitativna RT-PCR analiza iRNK za insulin u Rin-5F ćelijama 
nakon kotretmana 1,25 mM SNP-om i 0,25 mg/mL EK. (D) Nivo insulina oslobođenog u 
medijum nakon kotretmana Rin-5F ćelija 1,25 mM SNP-om i 0,25 mg/mL EK. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz minimum tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na kontrolne ćelije (K); + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 
za kotretman SNP/EK u odnosu na SNP. 

4.5.2.3.2. Analiza parametara oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana SNP-om 

Na slici 4.16. prikazan je uticaj ekstrakta kičice na stepen oštećenja DNK 

molekula nakon tretmana SNP-om u trajanju od 24h. U odnosu na ćelije tretirane 

SNP-om, kod kojih je količina DNK u repu komete bila veća 7 puta (p < 0,001) u 

poređenju sa kontrolom, kotretman SNP/EK smanjio je količinu DNK u repu 

komete 2,5 puta (p < 0,001). 

Tretman SNP-om povećao je nivo lipidne peroksidacije u odnosu na 

kontrolne ćelije 4,9 puta (p < 0,001). Nivo MDA u kotretmanu SNP/EK smanjio se u 

odnosu na SNP tretman za 27% (p < 0,001) (Tabela 4.8). Takođe, nivo GSSP-a u 

tretmanu SNP-om povećao se u odnosu na kontrolne ćelije 3,6 puta (p < 0,001), 

dok je odnos GSH/GSSG opao za 21% (p < 0,05). Kotretman SNP/EK smanjio je 
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nivo GSSP-a u odnosu na SNP tretman za oko 21% (p < 0,05). U poređenju sa SNP 

tretmanom, odnos GSH/GSSG se povećao u kotretmanu ali uočeno povećanje nije 

bilo statistički značajno (Tabela 4.8). 

Tretman SNP-om uticao je i na promene aktivnosti enzima antioksidativne 

zaštite (Tabela 4.8). U odnosu na kontrolne ćelije, u SNP tretmanu uočen je pad 

aktivnosti CAT, GPx i GR za 26% (p < 0,001), 30% (p < 0,01), odnosno za 51% 

(p < 0,001).  ktivnost MnSOD u ćelijama tretiranim SNP-om porasla je 2,1 

(p < 0,001), a aktivnost CuZnSOD 1,9 puta (p < 0,001). SNP/EK kotretman je 

povećao aktivnosti CAT, GPx i GR u odnosu na tretman SNP-om za 19% (p < 0,05), 

32% (p < 0,05), odnosno za 43% (p < 0,05) i smanjio aktivnosti MnSOD i CuZnSOD 

za 29% (p < 0,05), odnosno za 20% (p < 0,05).  

 

Slika 4.16. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje oštećenje DNK u Rin-5F ćelijama 
tretiranim natrijum nitroprusidom (SNP). Stepen oštećenja DNK u ćelijama utvrđen je 
primenom alkalnog komet eseja, uz primenu momenta repa komete kao parametra 
oštećenja. Prikazane su reprezentativne slike kometa iz tri nezavisna eksperimenta. 
Prisustvo DNK u repu komete je određeno upotrebom TriTekCometScoreTMFreeware 
(v.1.5) programa i prikazano grafički kao srednja vrednost ± SEM. K – kontrolne ćelije; 
K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; SNP – ćelije tretirane 
1,25 mM SNP-om u trajanju od 24h; SNP/EK – ćelije kotretirane 1,25 mM SNP-om i 
0,25 mg/mL EK u trajanju od 24h. *** p < 0,001 u odnosu na K; +++ p < 0,001 za kotretman 
SNP/EK u odnosu na SNP. 
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Tabela 4.8. Opšti parametri oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama tretiranim 
SNP-om 

 C K/EK SNP SNP/EK 

TBARS a 16,23 ± 2,87 23,12 ± 3,34 79,43 ± 3,17 *** 58,16 ± 1,14 ***; +++ 

GSH/GSSG 22,59 ± 1,13 23,48 ± 1,17 17,80 ± 0,89 * 21,41 ± 1,07 

GSSP b 74,42 ± 3,72 58,24 ± 2,91 265,57 ± 13,28 *** 209,43 ± 10,47 ***; + 

CAT aktivnost c 3,74 ± 0,08 3,96 ± 0,07 2,77 ± 0,20 *** 3,30 ± 0,10 + 

GPx aktivnost c 1,88 ± 0,14 1,90 ± 0,06 1,32 ± 0,11 ** 1,74 ± 0,04 + 

GR aktivnost c 42,53 ± 1,03 44,84 ± 1,70 20,71 ± 2,71 *** 29,62 ± 2,17 **; + 

MnSOD aktivnost c 1,34 ± 0,12 1,45 ± 0,22 2,78 ± 0,17 *** 1,96 ± 0,21 + 

CuZnSOD aktivnost c 3,18 ± 0,16 3,25 ± 0,28 5,99 ± 0,29 *** 4,78 ± 0,26 **; + 

Lipidna peroksidacija (TBARS), odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG), 
nivo S-glutationilovanih proteina (GSSP), enzimska aktivnost katalaze (CAT), glutation 
peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR), mangan i bakar-cink superoksid dismutaza 
(MnSOD i CuZnSOD). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz minimum tri 
nezavisna eksperimenta. K – kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK 
(0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; SNP – ćelije tretirane 1,25 mM SNP-om u trajanju od 24h; 
SNP/EK – ćelije kotretirane 1,25 mM SNP-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 24 h. 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, +++ p < 0,001 za kotretman 
SNP/EK u odnosu na SNP. 
a
 nM MDA/100 mg proteina 

b 
µM GSH/mg proteina 

c 
U aktivnosti/mg proteina 

4.5.2.3.3. Ekspresija enzima antioksidativne zaštite u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana SNP-om 

U odnosu na kontrolne ćelije, SNP-tretman Rin-5F ćelija bio je praćen 

povećanjem ekspresije gena svih ispitivanih enzima (Slika 4.17.A). Ekspresija gena 

za C T povećala se 4,5 puta (p < 0,001), za GPx 2,1 puta (p < 0,001), za GR 2,8 puta 

(p < 0,001), za MnSOD 3,4 puta (p < 0,001), dok se ekspresija gena za CuZnSOD 

povećala 1,6 puta (p < 0,001). Kotretman SNP/EK smanjio je ekspresije gena za 

CAT za 20% (p < 0,05), za GPx za 39% (p < 0,001) i za CuZnSOD za 24% (p < 0,05), 

dok su ekspresije gena za GR i MnSOD u kotretiranim ćelijama bile na nivou 

zabeleženom u tretmanu SNP-om. 

Imunoblot analizom homogenata ćelija tretiranih SNP-om uočeno je 

povećanje nivoa C T proteina 2,4 puta (p < 0,001) u odnosu na kontrolne ćelije i 

smanjenje u kotretmanu SNP/EK u odnosu na tretman za 12% (p < 0,05) 
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(Slika 4.17.B). Nivoi GPx i GR proteina koji su u tretmanu SNP-om bili povećani za 

49% (p < 0,001), odnosno 90% (p < 0,001), u kotretmanu SNP/EK su ostali na 

povišenom nivou. Povećani nivo MnSOD proteina u tretmanu SNP (2,7 puta veći u 

odnosu na kontrolu; p < 0,001) smanjio se za 14% (p < 0,01) u kotretmanu 

SNP/EK. Nivo CuZnSOD proteina nije se menjao sa tretmanom/kotretmanom 

ćelija. 

 

Slika 4.17. Efekat ekstrakta kičice (EK) na ekspresiju enzima antioksidativne zaštite 
u Rin-5F ćelijama tretiranim natrijum nitroprusidom (SNP). (A) Kvantitativna RT-PCR 
analiza iRNK za CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD. Izolacija RNK i priprema 
komplementarne DNK (cDNK) iz Rin-5F ćelija je urađena nakon 24h tretmana ćelija 
1,25 mM SNP-om u prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK. Ekspresije gena za enzime 
antioksidativne zaštite prikazane su relativno u odnosu na nivo iRNK za G PDH. Grafički 
su prikazane srednje vrednosti ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta urađena u triplikatu. 
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(B) Imunoblot analiza CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD proteina u homogenatima 
kontrolnih i Rin-5F ćelija tretiranih SNP-om u prisustvu/odsustvu EK. Prikazani su 
reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. Grafički su prikazani relativni nivoi 
proteina enzima antioksidativne zaštite u odnosu na GAPDH. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM u odnosu na optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je arbitrarno 
označen kao 100%. C T – katalaza; GPx – glutation peroksidaza; GR – glutation reduktaza; 
MnSOD – mangan superoksid dismutaza; CuZnSOD – bakar-cink superoksid dismutaza. K –
 kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; 
SNP – ćelije tretirane 1,25 mM SNP-om u trajanju od 24h; SNP/EK – ćelije kotretirane 
1,25 mM SNP-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 24h. * p < 0,05, *** p < 0,001 u odnosu na K; 
+ p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za kotretman SNP/EK u odnosu na SNP. 

4.5.2.4. Ispitivanje efekta ekstrakta kičice na Rin-5F ćelije u uslovima 

oksidativnog stresa izazvanog primenom STZ-a 

4.5.2.4.1. Preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F ćelija nakon tretmana STZ-om 

Tretmanom Rin-5F ćelija rastućim koncentracijama STZ-a u trajanju od 24h 

određena je IC50 doza za STZ (12 mM) (Slika 4.18. ). Kada su ćelije tretirane u 

kombinaciji 12 mM STZ i EK najznačajnije povećanje procenta preživelih ćelija 

uočeno je sa primenom 0,25 mg/mL EK (procenat od 53,76% preživelih ćelija 

nakon STZ tretmana je porastao na 65,23% u STZ/EK kotretmanu; p < 0,001) 

(Slika 4.18.B). Stoga je u daljim eksperimentima korišćena kombinacija 12 mM STZ 

i 0,25 mg/mL EK. 

Tretman STZ-om smanjio je nivo iRNK za insulin na 64% u poređenju sa 

nivoom detektovanim kod kontrolnih ćelija (p < 0,001), dok je kotretman STZ/EK 

značajno povećao ekspresiju insulina (za 21% u odnosu na STZ tretman; p < 0,05) 

(Slika 4.18.C). Nivo oslobođenog insulina, koji je u tretmanu STZ-om bio smanjen 

za 24% u odnosu na kontrolu (p < 0,001), u kotretmanu STZ/EK se povećao u 

odnosu na STZ tretman za 17% (p < 0,01) (Slika 4.18.D). 
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Slika 4.18. EK povećava preživljavanje i funkcionalnost Rin-5F ćelija tretiranih 
streptozotocinom (STZ). ( ) MTT test preživljavanja nakon tretmana Rin-5F ćelija 
rastućim koncentracijama STZ-a u trajanju od 24h. (B) MTT test preživljavanja nakon 
kotretmana Rin-5F ćelija 12 mM STZ-om (IC50 doza) i netoksičnim koncentracijama EK. (C) 
Kvantitativna RT-PCR analiza iRNK za insulin u Rin-5F ćelijama nakon kotretmana 12 mM 
STZ-om i 0,25 mg/mL EK. (D) Nivo insulina oslobođenog u medijum nakon kotretmana 
Rin-5F ćelija 12 mM STZ-om i 0,25 mg/mL EK. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 
± SEM iz minimum tri nezavisna eksperimenta. * p < 0,05, *** p < 0,001 u odnosu na 
kontrolne ćelije (K); + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za kotretman STZ/EK u odnosu na 
STZ. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2019). 

4.5.2.4.2. Analiza parametara oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana STZ-om 

Kao DNK alkilujući agens, STZ dovodi do fragmentacije DNK molekula u 

β-ćelijama. Moment repa komete u Rin-5F ćelijama tretiranim STZ-om povećao se 

9 puta u odnosu na kontrolne ćelije (p < 0,001) (Slika 4.19). Kotretman STZ/EK je 

smanjio stepen DNK oštećenja budući da je moment repa komete u kotretiranim 

ćelijama bio 2,1 puta manji u odnosu na STZ tretirane ćelije (p < 0,001). 

U ćelijama tretiranim STZ-om nivoi MDA i GSSP-a bili su povećani za 77% 

(p < 0,001), odnosno za 125% (p < 0,001) (Tabela 4.9). Sa druge strane, odnos 

GSH/GSSG je bio niži za 25% (p < 0,05) u odnosu na kontrolne ćelije. Primena 

ekstrakta je poboljšala parametre oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama – u 

poređenju sa STZ tretmanom nivoi MDA i GSSP-a u kotretiranim ćelijama bili su 
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niži za 27% (p < 0,01), odnosno za 40% (p < 0,001), dok je odnos GSH/GSSG blago 

porastao (za oko 8%). Tretman kontrolnih ćelija EK nije uticao na promene nivoa 

MDA, GSSP i GSH/GSSG. 

U poređenju sa kontrolnim ćelijama, aktivnosti C T, MnSOD i CuZnSOD 

značajno su porasle nakon STZ tretmana. Aktivnost CAT bila je uvećana za 53% 

(p < 0,001), MnSOD za 97% (p < 0,001), dok se aktivnost CuZnSOD povećala za 

55% (p < 0,001) (Tabela 4.9). Kotretman STZ/EK smanjio je aktivnosti MnSOD i 

CuZnSOD u odnosu na STZ tretman (za 22% (p < 0,01), odnosno za 11% 

(p < 0,05)), dok se aktivnost C T u kotretiranim ćelijama smanjila do nivoa 

zabeleženog u kontrolnim ćelijama.  ktivnosti GPx i GR se nisu značajno menjale u 

tretmanima, mada je blago povećana aktivnost GR uočena nakon STZ tretmana. 

Tretman kontrolnih ćelija EK nije uticao na promene aktivnosti enzima. 

 

Slika 4.19. Ekstrakt kičice (EK) smanjuje oštećenje DNK u Rin-5F ćelijama 
tretiranim streptozotocinom (STZ). Stepen oštećenja DNK u ćelijama utvrđen je 
primenom alkalnog komet eseja, uz primenu momenta repa komete kao parametra 
oštećenja. Prikazane su reprezentativne slike kometa iz tri nezavisna eksperimenta. 
Prisustvo DNK u repu komete je određeno upotrebom TriTekCometScoreTMFreeware 
(v.1.5) programa i prikazano grafički kao srednja vrednost ± SEM. K – kontrolne ćelije; 
K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; STZ – ćelije tretirane 
12 mM STZ-om u trajanju od 24h; STZ/EK – ćelije kotretirane 12 mM STZ-om i 0,25 
mg/mL EK u trajanju od 24h. *** p < 0,001 u odnosu na K; +++ p < 0,001 za kotretman 
STZ/EK u odnosu na STZ. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2019). 
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Tabela 4. 9. Opšti parametri oksidativnog stresa u Rin-5F ćelijama tretiranim 
STZ-om 

 C K/EK STZ STZ/EK 

TBARS a 41,13 ± 2,06 42,54 ± 2,13 72,68 ± 3,63 *** 52,78 ± 2,64 ++ 

GSH/GSSG 23,95 ± 1,2 22,98 ± 1,15 17,91 ± 0,9 * 19,4 ± 0,97 

GSSP b 65,31 ± 3,27 68,36 ± 3,42 146,95 ± 7,35 *** 88,35 ± 4,42 +++ 

CAT aktivnost c 4,83 ± 0,2 5,16 ± 0,42 7,41 ± 0,37 *** 5,06 ± 0,5 ++ 

GPx aktivnost c 2,92 ± 0,18 2,86 ± 0,18 3,06 ± 0,3 2,98 ± 0,25 

GR aktivnost c 42,19 ± 1,85 43,69 ± 3,1 51,52 ± 3,77 42,28 ± 4,75 

MnSOD aktivnost c 1,03 ± 0,04 1,04 ± 0,05 2,03 ± 0,08 *** 1,59 ± 0,08 **; ++ 

CuZnSOD aktivnost c 3,44 ± 0,14 3,62 ± 0,11 5,34 ± 0,08 *** 4,77 ± 0,08 ***; + 

Lipidna peroksidacija (TBARS), odnos redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG), 
nivo S-glutationilovanih proteina (GSSP), enzimska aktivnost katalaze (CAT), glutation 
peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR), mangan i bakar-cink superoksid dismutaza 
(MnSOD i CuZnSOD). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM iz minimum tri 
nezavisna eksperimenta. K – kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK 
(0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; STZ – ćelije tretirane 12 mM STZ-om u trajanju od 24h; 
STZ/EK – ćelije kotretirane 12 mM STZ-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 24 h. * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za kotretman 
STZ/EK u odnosu na STZ. Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i sar., 2019). 
a
 nM MDA/100 mg proteina 

b 
µM GSH/mg proteina 

c 
U aktivnosti/mg proteina 

4.5.2.4.3. Ekspresija enzima antioksidativne zaštite u Rin-5F ćelijama nakon 

tretmana STZ-om 

Efekat EK na nivoe iRNK i proteina enzima antioksidativne zaštite u Rin-5F 

ćelijama tretiranim STZ-om u prisustvu/odsustvu EK prikazan je na slici 4.20. Nivo 

iRNK za C T povećao se u STZ tretmanu za 62% (p < 0,001) u odnosu na kontrolne 

ćelije, dok se u kotretmanu STZ/EK nivo iRNK za CAT u odnosu na tretman STZ-om 

smanjio za 19% (p < 0,01) (Slika 4.20. ). U odnosu na kontrolne ćelije, ekspresija 

gena za GPx povećala se 2,7 puta (p < 0,001) u tretmanu STZ-om, dok je ekspresija 

gena za GR bila povećana za oko 30% (p < 0,001). Kotretman STZ/EK smanjio je 

nivo iRNK za GPx za 20% (p < 0,05) u odnosu na STZ tretman, dok je nivo iRNK za 

GR ostao nepromenjen. Povećani nivo iRNK za MnSOD nakon tretmana STZ-om 

(veći za 52% u odnosu na kontrolu; p < 0,001) bio je smanjen u kotretmanu 

STZ/EK za oko 17% (p < 0,01). Nivo iRNK za CuZnSOD se nakon STZ tretmana 
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povećao za 15% (p < 0,05) dok je nakon STZ/EK kotretmana ostao na kontrolnom 

nivou. Tretman kontrolnih ćelija EK nije značajno uticao na nivo iRNK ispitivanih 

enzima. 

Imunoblot analizom homogenata Rin-5F ćelija detektovan je povećan nivo 

C T proteina u STZ tretmanu u odnosu na kontrolne ćelije za 30% (p < 0,001) 

(Slika 4.20.B). Nakon STZ/EK kotretmana, prisustvo CAT proteina bilo je smanjeno 

za oko 12% u odnosu na tretman STZ-om (p < 0,01). Nivo GPx proteina bio je sličan 

u svim ispitivanim uslovima, uz malo ali statistički neznačajno povećanje u STZ 

tretmanu. Sa druge strane, nivo GR proteina bio je povećan 3 puta i u tretmanu 

STZ-om i u kotretmanu STZ/EK (p < 0,001). Nivoi MnSOD i CuZnSOD proteina su se 

nakon tretmana STZ-om povećali za 21% (p < 0,05), odnosno za 53% (p < 0,001) 

bez značajnih promena nakon STZ/EK kotretmana. Tretman kontrolnih ćelija EK 

nije bitno uticao na promene nivoa proteina ispitivanih enzima. 



119 
 

 

Slika 4.20. Efekat estrakta kičice (EK) na ekspresiju enzima antioksidativne zaštite 
u Rin-5F ćelijama tretiranim streptozotocinom (STZ). (A) Kvantitativna RT-PCR 
analiza iRNK za CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD. Izolacija RNK i priprema 
komplementarne DNK (cDNK) iz Rin-5F ćelija je urađena nakon 24h tretmana ćelija 
12 mM STZ-om u prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK. Ekspresije gena za enzime 
antioksidativne zaštite prikazane su relativno u odnosu na nivo iRNK za G PDH. Grafički 
su prikazane srednje vrednosti ± SEM iz tri nezavisna eksperimenta urađena u triplikatu. 
(B) Imunoblot analiza CAT, GPx, GR, MnSOD i CuZnSOD proteina u homogenatima 
kontrolnih i Rin-5F ćelija tretiranih STZ-om u prisustvu/odsustvu EK. Prikazani su 
reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. Grafički su prikazani relativni nivoi 
proteina enzima antioksidativne zaštite u odnosu na G PDH. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± SEM u odnosu na optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je arbitrarno 
označen kao 100%. C T – katalaza; GPx – glutation peroksidaza; GR – glutation reduktaza; 
MnSOD – mangan superoksid dismutaza; CuZnSOD – bakar-cink superoksid dismutaza. K – 
kontrolne ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; STZ 
– ćelije tretirane 12 mM STZ-om u trajanju od 24h; STZ/EK – ćelije kotretirane 12 mM 
STZ-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od 24h. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na 
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K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, za kotretman STZ/EK u odnosu na STZ. Preuzeto i modifikovano iz 
(Đorđević i sar., 2019). 

4.5.2.5. Uticaj ekstrakta kičice na regulatorne procese u β-ćelijama u 

uslovima oksidativnog stresa indukovanog STZ-om 

Imajući u vidu da oksidativni stres utiče na stabilnost, ćelijsku raspodelu i 

aktivnost proteina, to se u uslovima oksidativnog stresa koji prati dijabetes mogu 

očekivati i promene u aktivnosti regulatornih proteina uključenih u proces 

transkripcije i signalne puteve preživljavanja u ćeliji, što za posledicu može imati 

kako promene na nivou ekspresije ciljnih gena tako i propadanje i poremećaj u 

funkcionisanju β-ćelija (Guo i sar., 2013). 

Sʼ obzirom da je STZ korišćen za izazivanje eksperimentalnog modela 

dijabetesa kod pacova, dalja analiza efekata EK na regulatorne mehanizme koji se 

aktiviraju u uslovima oksidativnog stresa rađena je na Rin-5F ćelijama tretiranim 

STZ-om čije dejstvo uključuje formiranje ROS i NO vrsta. Ovakva analiza je 

omogućila vezu između in vivo i in vitro modela bolesti. 

4.5.2.5.1. Aktivnost faktora uključenih u regulaciju transkripcije gena za 

enzime antioksidativne zaštite u β-ćelijama 

Uočene promene na nivou iRNK za enzime antioksidativne zaštite u 

uslovima oksidativnog stresa ukazuju na moguće promene uzvodnih faktora 

uključenih u regulaciju ekspresije datih gena. Stoga je imunoblot analizom jedarnih 

frakcija pripremljenih iz Rin-5F ćelija nakon STZ tretmana u prisustvu/odsustvu 

EK analizirano prisustvo NFκB-p65, FOXO3A, Sp1 i Nrf-2, faktora za koje je 

poznato da regulišu transkripciju gena za ispitivane enzime (Slika 4.21). 

Redoks-senzitivni transkripcioni faktor NFκB-p65 ostvaruje svoju transkripcionu 

aktivnost nakon translokacije u jedro i fosforilacije. Analizom fosforilisane (Ser311) 

forme NFκB-p65, koja je esencijalna za njegovu transkripcionu aktivnost (Duran i 

sar., 2003), uočena je aktivacija NFκB-p65 nakon STZ tretmana. Naime, nivo 

fosforilisane forme NFκB-p65 (p-NFκB-p65) u ćelijama tretiranim STZ-om bio je 

38% (p < 0,001) iznad nivoa zabeleženog u kontrolnim ćelijama. Nakon STZ/EK 

kotretmana aktivnost NFκB-p65 je bila umanjena budući da je zabeleženi nivo 
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p-NFκB-p65 bio za 18% niži u odnosu na tretman STZ-om (p < 0,001). U odnosu na 

kontrolne ćelije, nivo FOXO3  bio je povećan i u tretmanu STZ-om (za 32%; 

p < 0,05) i u kotretmanu STZ/EK (za 41%; p < 0,01). U poređenju sa kontrolom, 

prisustvo Sp1 proteina u jedarnim frakcijama nakon STZ tretmana bilo je smanjeno 

za 24% (p < 0,01) dok je nakon kotretmana STZ/EK nivo Sp1 bio na kontrolnom 

nivou. Prisustvo Nrf-2 proteina u jedru, u odnosu na kontrolu, bilo je povećano 

7 puta (p < 0,001) nakon STZ tretmana Rin-5F ćelija, dok je kotretman STZ/EK 

smanjio prisustvo Nrf-2 u jedarnim frakcijama za 45% u odnosu na tretman 

STZ-om (p < 0,001). U kontrolnim ćelijama tretman EK nije uticao na promene 

nivoa ispitivanih regulatornih proteina. Ovi rezultati ukazuju na to da oksidativni 

stres u β-ćelijama izazvan STZ-om utiče na promene u prisustvu i aktivnosti 

redoks-senzitivnih transkripcionih faktora i da tretman ekstraktom kičice može da 

uravnoteži njihovo prisustvo, samim tim i aktivnost. 
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Slika 4.21. Efekat ekstrakta kičice (EK) na aktivnost regulatora transkripcije enzima 
antioksidativne zaštite u β-ćelijama. Imunoblot analiza prisustva NFκB-p65 
(fosforilisane (p-) i ukupne forme), FOXO3A, Sp1 i Nrf-2 u jedarnim frakcijama Rin-5F 
ćelija pripremljenih nakon 24h tretmana 12 mM STZ-om u prisustvu/odsustvu 
0,25 mg/mL EK. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. 
Grafički su prikazani relativni odnos p-NFκB-p65/NFκB-p65 i relativni nivo FOXO3A, Sp1 i 
Nrf-2 u odnosu na Lamin B. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± SEM u odnosu 
na optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je arbitrarno označen kao 100%. K – kontrolne 
ćelije; K/EK – kontrolne ćelije tretirane EK (0,25 mg/mL) u trajanju od 24h; STZ – ćelije 
tretirane 12 mM STZ-om u trajanju od 24h; STZ/EK – ćelije kotretirane 12 mM STZ-om i 
0,25 mg/mL EK u trajanju od 24h. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; 
+ p < 0,05, +++ p < 0,001, za kotretman STZ/EK u odnosu na STZ. Preuzeto i modifikovano iz 
(Đorđević i sar., 2019). 
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4.5.2.5.2. Analiza regulatora signalnih puteva preživljavanja i 

ekspresije/sekrecije insulina u β-ćelijama 

Kako bi se u uslovima oksidativnog stresa utvrdio efekat EK na signalne 

puteve uključene u procese apoptoze, preživljavanja i ekspresije insulina u 

β-ćelijama, ispitana je aktivnost Akt, ERK i p38 kinaza, kao i jedarni nivo PDX-1 i 

MafA transkripcionih faktora. Imajući u vidu da promene u aktivnosti kinaza i 

transkripcionih faktora mogu nastupiti u ranijim vremenskim tačkama u okviru 

ispitivanog perioda od 24h, a u cilju preciznijeg praćenja potencijalnih promena, 

Rin-5F ćelije su tretirane 12 mM STZ-om u prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK 

tokom 4h, 6h, 8h, 12h i 24h. 

Imunoblot analizom ćelijskih lizata uočene su dinamične promene u 

prisustvu fosforilisanih (aktivnih) formi Akt (p-Akt), ERK1/2 (p-ERK1/2) i p38 

(p-p38) kinaza (Slika 4.22). U poređenju sa kontrolnim uzorcima, nivo p-Akt bio je 

povećan nakon STZ tretmana i STZ/EK kotretmana u svim ispitivanim tačkama, sa 

izuzetkom tačke 4h. Najveća aktivnost  kt kinaze zabeležena je nakon tretmana od 

24h – u ćelijama tretiranim STZ-om nivo p-Akt bio je za 64% (p < 0,001) iznad 

nivoa zabeleženog u kontrolnim ćelijama, dok se u STZ/EK kotretmanu nivo p-Akt 

povećao za dodatnih 27% (p < 0,001 u odnosu na STZ tretman). Takođe, nakon 

tretmana od 6h aktivnost p- kt bila je povećana za 34% (p < 0,001) u ćelijama 

tretiranim STZ-om, dok je u STZ/EK kotretmanu aktivnost Akt bila dodatno 

povećana za 27% (p < 0,001 u odnosu na STZ tretman). U ostalim ispitivanim 

tačkama kotretman nije dodatno uticao na promene u aktivnosti Akt kinaze. U 

odnosu na kontrolne ćelije, aktivnost ERK1/2 kinaze bila je značajno povećana 

nakon tretmana ćelija i bila je konstantno veća u STZ/EK kotretmanu u poređenju 

sa odgovarajućim STZ tretmanom. Najveći nivo p-ERK zabeležen je nakon 12h – 

tretman STZ-om pojačao je aktivnost ERK kinaze 7,5 puta (p < 0,001) dok je 

kotretman STZ/EK dodatno pojačao aktivnost za oko 21% (p < 0,05 u odnosu na 

STZ tretman). Najveća aktivnost p38 kinaze zabeležena je nakon 4h i 6h tretmana 

STZ-om (veća za 23% (p < 0,001) u odnosu na kontrolne ćelije), dok je najveća 

aktivnost p38 kinaze u kotretmanu STZ/EK uočena nakon 6h (nivo p-p38 veći za 

15% (p < 0,01) u odnosu na STZ tretman). Nakon 8h i 12h tretmana STZ-om 
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aktivnost p38 kinaze bila je na kontrolnom nivou dok je u kotretmanu STZ/EK bila 

povećana u odnosu na odgovarajuće aktivnosti u tretmanu za 15% (p < 0,05), 

odnosno za 22% (p < 0,001). Nakon 24h aktivnost p38 kinaze vratila se na 

kontrolni nivo i u tretiranim i u kotretiranim ćelijama. EK nije uticao na promene 

aktivnosti ispitivanih kinaza u kontrolnim ćelijama. 

 

Slika 4.22. Efekat ekstrakta kičice (EK) na aktivnost Akt, ERK1/2 i p38 kinaza u 
Rin-5F ćelijama tretiranim streptozotocinom (STZ). Imunoblot analiza aktivnih (p-) i 
ukupnih formi Akt, ERK1/2 i p38 kinaza u lizatima Rin-5F ćelija pripremljenih nakon 
tretmana 12 mM STZ-om u prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK u trajanju od 4h, 6h, 8h, 
12h i 24h. Prikazani su reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. Grafički 
prikazani relativni odnosi p-Akt/Akt, p-ERK/ERK i p-p38/p38 izraženi su kao srednja 
vrednost ± SEM u odnosu na relativnu optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je 
arbitrarno označen kao 100%. K – kontrolne ćelije (STZ 0h); K/EK – kontrolne ćelije 
tretirane EK (0,25 mg/mL); STZ (Xh) – ćelije tretirane 12 mM STZ-om u trajanju od Xh; 
STZ/EK (Xh) – ćelije kotretirane 12 mM STZ-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od Xh. 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01, +++ p < 0,001 za 
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kotretman STZ/EK (Xh) u odnosu na odgovarajući STZ (Xh). Preuzeto i modifikovano iz 
(Đorđević i sar., 2019). 

U poređenju sa kontrolnim ćelijama, nivo PDX-1 u jedrima Rin-5F ćelija je 

bio smanjen u svim ispitivanim vremenskim tačkama, kako u tretmanu STZ-om 

tako i u kotretmanu STZ/EK (Slika 4.23). Najveći pad nivoa PDX-1 u STZ tretmanu 

uočen je nakon 8h (za 37%; p < 0,001) i 12h (za 50%; p < 0,001). U istim 

vremenskim tačkama zabeležen je najmanji pad nivoa PDX-1 nakon STZ/EK 

kotretmana, budući da je nivo PDX-1 u jedru bio veći za 34% (p < 0,01 za STZ/EK 

(8h)), odnosno za 13% (p < 0,05 za STZ/EK (12h)) u odnosu na odgovarajuće 

tretmane STZ-om. Nakon 4h, 6h i 24h uočen je približno sličan pad u nivou PDX-1 u 

STZ tretmanu i kotretmanu STZ/EK. Za razliku od PDX-1, detektovano je povećanje 

nivoa MafA proteina u jedrima Rin-5F ćelija (Slika 4.23). Najveći porast u ćelijama 

tretiranim STZ-om uočen je nakon 6h kada je količina Maf  bila za 92% (p < 0,001) 

iznad nivoa zabeleženog u kontrolnim ćelijama. Kotretman STZ/EK u trajanju od 

6h dodatno je povećao nivo Maf  za 28% (p < 0,01 u odnosu na STZ tretman (6h)). 

Prisustvo MafA, koje je u jedrima Rin-5F ćelija tretiranih STZ-om u trajanju od 8h 

bilo povećano u odnosu na kontrolne ćelije za 47% (p < 0,05), povećalo se za 

dodatnih 34% (p < 0,05) u kotretmanu STZ/EK. Nakon 12h količina MafA bila je 

podjednako veća u tretmanu i kotretmanu, dok se nakon 24h nivo Maf  u jedrima 

tretiranih i kotretiranih ćelija nije statistički razlikovao od nivoa uočenog u 

kontrolnim ćelijama. Tretman kontrolnih ćelija EK nije bitno uticao na promene u 

nivou ispitivanih transkripcionih faktora u jedrima Rin-5F ćelija. Ipak, u uslovima 

oksidativnog stresa izazvanog primenom STZ-a, tretman EK značajno je uticao 

kako na prisustvo tako i na aktivnost ispitivanih medijatora signalnih puteva 

uključenih u preživljavanje β-ćelija i ekspresiju i sekreciju insulina. 



126 
 

 

Slika 4.23. Efekat ekstrakta kičice (EK) na nivo PDX-1 i MafA u jedrima Rin-5F ćelija 
tretiranim streptozotocinom (STZ). Imunoblot analiza PDX-1 i MafA u jedarnim 
frakcijama Rin-5F ćelija pripremljenih nakon tretmana 12 mM STZ-om u 
prisustvu/odsustvu 0,25 mg/mL EK u trajanju od 4h, 6h, 8h, 12h i 24h. Prikazani su 
reprezentativni blotovi iz tri nezavisna eksperimenta. Grafički su prikazani relativni 
odnosi PDX-1 i MafA u odnosu na Lamin B. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrednost ± SEM u odnosu na relativnu optičku gustinu kontrolnog uzorka koji je 
arbitrarno označen kao 100%. K – kontrolne ćelije (STZ 0h); K/EK – kontrolne ćelije 
tretirane EK (0,25 mg/mL); STZ (Xh) – ćelije tretirane 12 mM STZ-om u trajanju od Xh; 
STZ/EK (Xh) – ćelije kotretirane 12 mM STZ-om i 0,25 mg/mL EK u trajanju od Xh. 
* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 u odnosu na K; + p < 0,05, ++ p < 0,01 za kotretman 
STZ/EK (Xh) u odnosu na odgovarajući STZ (Xh). Preuzeto i modifikovano iz (Đorđević i 
sar., 2019). 
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5. DISKUSIJA 

Dijabetes je globalni zdravstveni problem zbog visoke stope oboljevanja kao 

i štetnih posledica bolesti sa letalnim ishodom. Lečenje dijabetesa uključuje 

održavanje koncentracije glukoze u fiziološkim granicama i sprečavanje razvoja 

pratećih komplikacija upotrebom insulina i lekova sa hipoglikemijskim dejstvom 

uz promenu načina života. Međutim, aktuelna terapija dijabetesa ne pruža 

zadovoljavajuće rezultate zbog čega postoji potreba za njeno unapređenje. 

Uzimajući u obzir pozitivne efekte biljaka koje se u tradicionalnoj medicini koriste 

za tretman dijabetesa, biljni preparati se izdvajaju kao potencijalno značajne 

pomoćne lekovite supstance za prevenciju i lečenje dijabetesa. Iako u poređenju sa 

insulinom i lekovima sa hipoglikemijskim dejstvom nisu podjednako efikasne u 

snižavanju koncentracije glukoze u cirkulaciji, lekovite biljke ispoljavaju i druge 

efekte koji mogu biti korisni u lečenju bolesti i pratećih komplikacija 

(Subbulakshmi i Naik, 2001). Za neke biljne preparate je utvrđeno da doprinose 

simptomatskom olakšanju i prevenciji sekundarnih komplikacija bolesti, kod 

drugih je pokazano da doprinose regeneraciji β-ćelija i prevazilaženju insulinske 

rezistencije, dok je kod nekih pokazano da imaju antioksidativno dejstvo i da utiču 

na snižavanje nivoa holesterola (Jarald i sar., 2008). U sastavu biljaka se nalazi 

veliki broj aktivnih komponenti koje svoje dejstvo ostvaruju putem različitih 

mehanizama uključujući i njihove uzajamne aditivne i sinergističke efekte. Stoga 

identifikacija aktivnih komponenti prisutnih u biljkama može biti značajna kako za 

razvoj novih lekova tako i za potvrdu, standardizaciju i racionalnu upotrebu 

tradicionalnih biljnih preparata. U našoj zemlji kao i mnogim zemljama 

Mediterana, biljka kičica se zbog svog blagotvornog dejstva tradicionalno koristi za 

tretman dijabetesa. 

Istraživanja u okviru ove doktorske disertacije imala su za cilj rasvetljavanje 

mehanizama antioksidativnog i protektivnog dejstva EK koji doprinose očuvanju 

strukture i funkcije β-ćelija pankreasa i ublažavanju komplikacija u 

eksperimentalnom modelu dijabetesa pacova. U tu svrhu najpre je ispitan 

fitohemijski sastav i antioksidativni potencijal EK pripremljenog od nadzemnih 
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delova biljaka. Zatim je ispitan efekat ekstrakta na sistemski oksidativni stres kao i 

antioksidativni efekat u jetri i bubregu pacova na model sistemu dijabetesa 

izazvanom višekratnim injeciranjem rastvora STZ-a. Posebna pažnja je posvećena 

ispitivanju uticaja EK na molekularne mehanizme uključene u regulaciju 

preživljavanja i funkcionalnosti β-ćelija pankreasa. 

5.1. Fitohemijska karakterizacija i antioksidativni potencijal ekstrakta 

kičice 

Poznato je da fitohemijski sastav biljaka određuje njihovu biološku 

aktivnost. Kvalitativna i kvantitativna karakterizacija metanolnog ekstrakta 

nadzemnih delova kičice (EK) pokazala je da sekoiridoidi i polifenoli (uključujući 

ksantone i flavonoide) čine najzastupljenije komponente ekstrakta. Ovi rezultati u 

skladu su sa prethodnim fitohemijskim ispitivanjima sastava nadzemnih delova 

kičice (Šiler i sar., 2014; Stefkov i sar., 2014). Sekoiridoidi, koji su identifikovani 

kao dominantna jedinjenja u EK, predstavljaju iridoidne glikozide prisutne u 

izobilju u svim predstavnicima familije Gentianaceae. S’obzirom da su kvalitativni 

sadržaj i međusobni kvantitativni odnos sekoiridoida specifični za svaku vrstu, ovi 

sekundarni metaboliti se često koriste kao filogenetski i taksonomski markeri 

(Jensen i Schripsema, 2002; van der Sluis, 1985). Literaturni podaci ukazuju da 

svercijamarin, sverozid i genciopikrin, a koji su detektovani u EK kao 

najzastupljenija jedinjenja iz grupe sekoiridoida, imaju širok spektar biološkog 

dejstva, uključujući antifungicidno, antibakterijsko (Šiler i sar., 2010), 

gastroprotektivno (Niiho i sar., 2006), hepatoprotektivno (Kondo i sar., 1994), 

sedativno (Bhattacharya i sar., 1976) i antitumorsko dejstvo (Ishiguro i sar., 1988). 

Sa druge strane, polifenolna jedinjenja identifikovana u EK (kafeinska, p-kumarna, 

ferulinska i sinapinska kiselina, luteolin, apigenin, kvercetin, izokvercitrin, 

astragalin, naringenin i ksantoni) poseduju jaka antioksidativna svojstva (Choi i 

sar., 2013; Erlund i sar., 2001; Jung, H.A. i sar., 2006; Martinez i sar., 2012; 

Romanova i sar., 2001; Teixeira i sar., 2013; Valentova i sar., 2014). 

Antioksidativna svojstva polifenola u direktnoj su vezi sa njihovom strukturom. 

Naime, prisustvo jednog ili više aromatičnih prstenova sa jednom ili više 
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hidroksilnih grupa polifenolnim jedinjenjima omogućava neutralizaciju slobodnih 

radikala pri čemu sama postaju relativno stabilni radikali (Halliwell i Gutteridge, 

2015). 

 ntioksidativna aktivnost EK najpre je ispitana upotrebom različitih in vitro 

kolorimetrijskih testova koji omogućavaju brzu i jednostavnu analizu 

antioksidativnog potencijala supstanci od interesa. Značaj upotrebe ovih testova u 

preliminarnim ispitivanjima se ogleda u tome što slab antioksidativni potencijal u 

in vitro uslovima znači da će ispitivana supstanca verovatno imati slabu 

antioksidativnu aktivnost in vivo. EK je ispoljio snažnu antioksidativnu aktivnost u 

in vitro uslovima. Detektovana sposobnost neutralizacije H2O2 i NO• je za sve 

analizirane koncentracije EK bila veća od standardnih supstanci. Efikasna 

neutralizacija H2O2 i NO• od strane EK može se pripisati detektovanim polifenolnim 

jedinjenjima. U skladu sa tim, rezultati ove doktorske disertacije pokazali su 

korelaciju između in vitro antioksidativne aktivnosti EK i ukupne količine 

polifenola, odnosno fenola i flavonoida. Za razliku od detektovane efikasne 

neutralizacije H2O2 i NO•, EK je ispoljio nižu sposobnost neutralizacije DPPH• 

radikala u poređenju sa referentnom askorbinskom kiselinom. Opisane razlike 

mogu se pripisati različitim mehanizmima antioksidativne reakcije u korišćenim 

testovima koji uključuju prisustvo međusobno različitih reaktivnih vrsta. 

Ispitivanje redukujućeg potencijala pokazalo je da EK ima sposobnost redukcije 

Fe3+ do Fe2+, što zajedno sa pokazanom sposobnošću EK da helira Fe2+ ukazuje na 

njegovu sposobnost da spreči Fentonovu reakciju i formiranje slobodnih radikala 

(OH- i HO•). Sposobnost ekstrakta da redukcije Fe3+ do Fe2+ je od naročitog značaja 

za efikasan transport kiseonika u eritrocitima koji zahteva reverzibilno vezivanje 

O2 za fero hemoglobin (HbFe2+) (Umbreit, 2007). Prikazani rezultati u skladu su sa 

prethodnim istraživanjima koja su pokazala značajnu antioksidativnu aktivnost 

kako samog ekstrakta kičice tako i pojedinačnih komponenti prisutnih u ekstraktu 

(Nićiforović i  bramovič, 2014; Romanova i sar., 2001; Šiler i sar., 2014; Valentao i 

sar., 2001, 2003). S’ obzirom na detektovani značajan antioksidativni potencijal EK 

u in vitro uslovima, u daljem toku istraživanja analiziran je njegov antioksidativni 

efekat u in vivo eksperimentalnom modelu dijabetesa.  
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5.2. Ekstrakt kičice poboljšava biohemijske parametre dijabetesa 

Antioksidativni i protektivni efekti EK u in vivo uslovima ispitani su na 

eksperimentalnom modelu dijabetesa kod pacova izazvanom STZ-om. Četiri 

nedelje nakon izazivanja dijabetesa, kod životinja su zabeleženi tipični simptomi 

bolesti: gubitak telesne mase praćen porastom nivoa glukoze, GlyHb, triglicerida 

(TG), LDL holesterola i padom nivoa insulina u cirkulaciji. Zabeleženi gubitak 

telesne mase kod dijabetičnih pacova može se pripisati padu nivoa insulina usled 

narušavanja strukture i funkcije β-ćelija, što za posledicu ima umanjeno dejstvo 

ovog hormona. Kao analog glukoze, STZ se selektivno akumulira u β-ćelijama 

pankreasa posredstvom GLUT-2 transportera i dovodi do razaranja β-ćelija i 

smanjenja nivoa insulina u cirkulaciji. U normalnim fiziološkim uslovima povišen 

nivo glukoze u cirkulaciji podstiče sekreciju insulina koji aktivira receptore za 

insulin (IR) na membranama adipocita, srčanog i skeletnih mišića.  ktivacijom IR 

pokreće se signalna kaskada koja dovodi do translokacije GLUT-4 transportera na 

ćelijsku membranu, preuzimanja glukoze od strane adipocita i mišićnih ćelija i 

snižavanja nivoa glukoze u cirkulaciji (White i Copps, 2016). Pored toga, insulin u 

masnom tkivu sprečava proces lipolize i pojačava sintezu TG koji se skladište u 

adipocitima. U nedostatku insulina mišićne ćelije i adipociti ne mogu da koriste 

glukozu kao primarni izvor energije pa se potrebna energija obezbeđuje 

razgradnjom lipida i proteina što za posledicu ima gubitak telesne mase (Chen i 

Ianuzzo, 1982). Takođe, usled izostanka antilipolitičkog efekta insulina u 

adipocitima pojačava se proces hidrolize TG što dovodi do porasta nivoa slobodnih 

masnih kiselina (SMK) u cirkulaciji i njihovog nagomilavanja u jetri. Porast nivoa 

SMK u jetri pojačava proizvodnju i sekreciju lipoproteina veoma male gustine (eng. 

very-low-density lipoprotein – VLDL). Pored toga, usled nedostatka insulina 

smanjena je aktivnost lipoprotein lipaze (LPL) koja katalizuje hidrolizu TG iz 

lipoproteina što dovodi do povećanja nivoa TG i LDL holesterola (Subramanian i 

Chait, 2012). Povećanje nivoa LDL holesterola uz povećanje stope njegove 

oksidacije u uslovima dijabetesa predstavlja jedan od glavnih faktora koji dovode 

do razvoja ateroskleroze i ishemijske bolesti srca (Yang i sar., 2012). 
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Redovni unos EK smanjio je koncentraciju glukoze i povećao nivo insulina u 

cirkulaciji što je bilo udruženo sa smanjenjem nivoa TG i LDL holesterola i 

ublaženim gubitkom telesne mase dijabetičnih pacova. Pokazani hipoglikemijski 

efekat primene EK u saglasnosti je sa prethodnim istraživanjima koja su ukazala da 

EK povećava iskoristljivost glukoze u perifernim tkivima, smanjuje resorpciju 

glukoze u crevima, povećava sintezu glikogena i smanjuje proces glukoneogeneze u 

jetri (Sefi i sar., 2011; Stefkov i sar., 2014). U istraživanju Loizzo i saradnika 

(2008), koje je za cilj imalo ispitivanje efekta ekstrakata različitih biljaka koje se 

koriste u narodnoj medicini na aktivnost digestivnih enzima, pokazano je da 

hloroformski ekstrakt pripremljen od nadzemnih delova kičice smanjuje aktivnost 

α-amilaze i α-glukozidaze. Smanjujući aktivnost ovih digestivnih enzima, ekstrakt 

usporava razgradnju skroba i oligosaharida i time smanjuje resorpciju glukoze 

(Loizzo i sar., 2008). Pored toga, pokazano je i da pojedinačna polifenolna 

jedinjenja koja su identifikovana u EK u okviru ove teze mogu smanjiti resorpciju 

ugljenih hidrata iz creva putem inhibicije aktivnosti α-amilaze i α-glukozidaze kao i 

blokiranjem transportera za glukozu zavisnih od Na+. Polifenoli za koje je 

pokazano da smanjuju apsorpciju glukoze iz creva nekim od navedenih 

mehanizama uključuju naringenin, kvercetin, apigenin, luteolin, kafeinsku i 

ferulinsku kiselinu (Adisakwattana i sar., 2009; Johnston i sar., 2005; Li i sar., 

2006; Tadera i sar., 2006; Welsch i sar., 1989). 

Ispitujući efekat metanolnog ekstrakta nadzemnog dela kičice na 

metabolizam ugljenih hidrata u jetri, Stefkov i sar. (2014) su pokazali da ekstrakt 

povećava aktivnost glikogen fosforilaze α i smanjuje aktivnost glukozo-6-fosfataze. 

Usled smanjene aktivnosti glukozo-6-fosfataze smanjuje se nivo glukoze u jetri ali i 

povećava nivo glukozo-6-fosfata koji podstiče aktivnost glikogen sintaze što, 

zajedno sa povećanom aktivnošću glikogen fosforilaze α, povećava proizvodnju 

glikogena (Stefkov i sar., 2014). Upotreba kvercitrina (kvercetin-O-glukozid) i 

apigenina kod dijabetičnih pacova takođe blokira aktivnost glukozo-6-fosfataze 

(Babujanarthanam i sar., 2010; Panda i Kar, 2007), dok primena etil-acetatne 

frakcije pirinčanih mekinja, koja sadrži značajnu količinu ferulinske, p-kumarne i 

sinapinske kiseline, povećava aktivnost glukokinaze i proizvodnju glikogena u jetri 

db/db miševa (Jung i sar., 2007). Naringenin i kafeinska kiselina podstiču 
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preuzimanje glukoze od strane ćelija skeletnih mišića i na taj način dodatno 

doprinose regulaciji koncentracije glukoze (Lee i sar., 2007; Zygmunt i sar., 2010). 

U okviru ove doktorske disertacije pokazana je povećana koncentracija 

insulina u serumu dijabetičnih pacova tretiranih EK, što je naročito bilo izraženo u 

pretretiranoj grupi životinja. To je u skladu sa podacima Sefi i saradnika (2011) 

koji su pokazali da ekstrakt pripremljen iz listova kičice značajno povećava 

koncentraciju insulina u serumu dijabetičnih pacova. U istraživanju Stefkov i 

saradnika (2014) ukazano je da ekstrakt kičice, zahvaljujući gorkom ukusu 

sekoiridoida i ksantona, može podstaći proces izlučivanja hormona i enzima u 

gastrointestinalnom traktu i povećati sekreciju insulina iz preostalih β-ćelija 

pankreasa; povećana količina insulina u cirkulaciji, za uzvrat, doprinosi 

poboljšanju metabolizma glukoze. Osim toga, pokazano je i da ishrana bogata 

polifenolima može doprineti povećanoj sekreciji insulina od strane β-ćelija 

pankreasa (Hanhineva i sar., 2010). Rezultati prikazani u ovoj tezi upućuju na to da 

povećanje nivoa insulina nakon tretmana EK može biti i rezultat očuvanja 

strukturnih i funkcionalnih parametara (povećane zaštite) ostrvaca pankreasa o 

čemu će, kao i o regulatornim mehanizmima koji utiču na povećano preživljavanje i 

funkcionalnost β-ćelija, biti više reči u Poglavlju 5.5. 

Tretman dijabetičnih pacova EK poboljšao je njihov lipidni status – smanjio 

je nivo LDL holesterola kod pretretirane grupe i nivo TG kod obe grupe 

dijabetičnih životinja. Ovi rezultati su u saglasnosti sa istraživanjima u kojima je 

pokazano da ekstrakt pripremljen iz listova kičice značajno smanjuje koncentracije 

triglicerida i ukupnog holesterola u serumu dijabetičnih pacova (Sefi i sar., 2011). 

Primena svercijamarina kod pacova sa DT2 izazvanim STZ-om značajno smanjuje 

nivo triglicerida, ukupnog i LDL holesterola u serumu i povećava osetljivost na 

insulin (Vaidya i sar., 2012), dok tretman rutinom smanjuje koncentraciju glukoze i 

poboljšava lipidni status kod dijabetičnih pacova (Fernandes i sar., 2010) i osoba 

obolelih od dijabetesa (Sattanathan i sar., 2011). U preglednom članku o 

kardioprotektivnom dejstvu polifenola prisutnih u hrani, autori Zern i Fernandez 

(2005) navode da polifenoli smanjuju preuzimanje holesterola iz limfe a time i 

nivo holesterola koji hilomikronima dospeva u jetru. Da bi se nadoknadila 

koncentracija holesterola u jetri povećava se ekspresija i aktivnost LDL receptora 
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na površini hepatocita što smanjuje nivo LDL holesterola u cirkulaciji. Pored toga, 

polifenoli u jetri smanjuju aktivnosti MTP (eng. microsomal triglyceride transfer 

protein) i ACAT2 (eng. acyl-CoA cholesterol acyltransferase) kao i nivo 

apolipoproteina B-100, čime smanjuju sintezu i sekreciju VLDL čestica. Polifenoli 

istovremeno povećavaju aktivnost LPL što dodatno smanjuje nivo VLDL i TG u 

cirkulaciji (Zern i Fernandez, 2005). Na osnovu ovih podataka, može se 

pretpostaviti da primena EK, koji je bogat različitim polifenolnim jedinjenjima, 

može putem opisanog mehanizma uticati na poboljšanje lipidnog statusa 

dijabetičnih pacova i time smanji rizik od razvoja ateroskleroze. Prikazani rezultati 

su pokazali da je pozitivan efekat primene EK bio izraženiji kod pretretirane grupe 

dijabetičnih životinja što ukazuje na to da bi tretman EK nakon razvoja dijabetesa 

bio efikasniji ukoliko bi se ekstrakt koristio kao dodatak ishrani preventivno, pre 

razvoja bolesti. 

Ovako definisan model eksperimentalnog dijabetesa u daljim istraživanjima 

je korišćen za ispitivanje uticaja EK na sistemski oksidativni stres praćenjem 

stepena oštećenja eritrocita, a zatim i za ispitivanje efekta EK na ublažavanje 

oksidativnog stresa u jetri i bubregu što može biti od značaja za odlaganje pratećih 

komplikacija bolesti. 

5.3. Ekstrakt kičice smanjuje sistemski oksidativni stres i doprinosi 

očuvanju strukturnih i funkcionalnih parametara eritrocita 

Ulogom u transportu kiseonika, eritrociti su neprestano izloženi povećanom 

riziku od oksidativnog oštećenja i prvi odgovaraju na povišen nivo oksidativnog 

stresa u uslovima hiperglikemije. Zbog toga stepen oštećenja eritrocita može 

odražavati izloženost organizma sistemskom oksidativnom stresu. Kao parametri 

sistemskog oksidativnog stresa prepoznati su povišeni nivo lipidne peroksidacije 

kao i sniženi nivo ukupnog antioksidativnog potencijala (eng. total antioxidant 

capacity, TAC) u plazmi. Porast nivoa TB RS posledica je povećanog nivoa 

sistemskih ili hidroperoksida poreklom iz neurona, dok opadanje TAC-a reflektuje 

pad ukupnog nivoa antioksidativnih supstanci u plazmi (Serra i sar., 2009). 

Upotreba vitamina C, E, β-karotena ili hrane bogate polifenolima može značajno 
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povećati TAC (Psotova i sar., 2001). Iako upotreba testova za određivanje T C 

može biti korisna za sticanje uvida u relativnu antioksidativnu aktivnost supstance 

od interesa u različitim biološkim tečnostima, dobijene rezultate treba tumačiti u 

skladu sa mehanizmom antioksidativne reakcije u korišćenom testu (Halliwell i 

Gutteridge, 2015). Takođe, za određivanje T C polifenolnih jedinjenja u in vivo 

sistemu treba uzeti u obzir različite stope apsorpcije i metabolizma pojedinačnih 

polifenola. Nakon apsorpcije u crevima polifenoli i njihovi metaboliti dospevaju u 

jetru gde može doći do njihove dodatne digestije. Nakon toga metaboliti polifenola 

dospevaju u cirkulaciju i transportuju se do ciljnih tkiva gde se akumuliraju i 

ostvaruju svoja biološka dejstva ili se uklanjaju iz organizma putem urina ili žuči 

(Scalbert i sar., 2002). U zavisnosti od vrste, polifenoli dostižu maksimalnu 

koncentraciju u plazmi u roku od 30 min do nekoliko sati, pri čemu je i vreme 

poluživota polifenola određeno sličnim vremenskim intervalom (Manach i sar., 

2005). Imajući u vidu da antioksidativni kapacitet polifenola zavisi od njihovog 

nivoa u cirkulaciji, određivanje T C za smešu različitih polifenola u jednoj 

vremenskoj tački ne može adekvatno da prikaže njen antioksidativni potencijal. 

Stoga je efekat EK na sistemski oksidativni stres u ovoj doktorskoj disertaciji 

ispitan na eritrocitima izolovanim iz životinja praćenjem promena biomarkera 

karakterističnih za oksidativni stres. Rezultati su pokazali da dijabetes uzrokuje 

poremećaj u održavanju redoks ravnoteže u eritrocitima. Kod dijabetičnih životinja 

uočen je povećan stepen glikozilacije i oksidacije proteina, povećan nivo lipidne 

peroksidacije kao i poremećaj u endogenom sistemu antioksidativne zaštite 

eritrocita. Redovni unos EK kod dijabetičnih životinja smanjio je stepen 

oksidativnih oštećenja eritrocita i poboljšao njihov antioksidativni potencijal, što je 

bilo udruženo sa smanjenjem stepena glikacije/glikozilacije proteina u 

eritrocitima. 

Zbog velikog udela polinezasićenih masnih kiselina, membrane eritrocita su 

naročito podložne procesu lipidne peroksidacije (Rizvi i sar., 2005). Značajan 

porast nivoa lipidne peroksidacije u eritrocitima dijabetičnih pacova prikazan u 

ovoj disertaciji dosledan je sa rezultatima prethodnih studija (Mohamed i sar., 

2013; Ozkol i sar., 2013) i ukazuje na povećanu proizvodnju ROS-ova i/ili 

smanjenu efikasnost sistema antioksidativne zaštite. Usled povećanog nivoa 
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lipidne peroksidacije u eritrocitima smanjuje se fluidnost membrane što dovodi do 

morfoloških i funkcionalnih promena u eritrocitima (Bryszewska i sar., 1995). 

Primena EK je mogla da doprinese zaštiti membrana eritrocita od lipidne 

peroksidacije zahvaljujući sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala i H2O2. 

Prethodna istraživanja su jasno pokazala da svercijamarin, ferulinska kiselina, 

kempferol, kvercetin i rutin smanjuju nivo lipidne peroksidacije kod pacova sa 

eksperimentalno izazvanim dijabetesom (Al-Numair i sar., 2015; Elbe i sar., 2015; 

Jaishree i Badami, 2010; Wang i sar., 2015). 

Smanjene aktivnosti SOD, C T i GR enzima u eritrocitima dijabetičnih 

pacova detektovane u ovoj doktorskoj disertaciji su u skladu sa prethodnim 

istraživanjima (Mihailović i sar., 2012; Ozkol i sar., 2013; Ramkumar i sar., 2014; 

Sureka i sar., 2015). Prikazani rezultati ukazuju na to da u odsustvu efikasne 

zaštite koju pružaju SOD, C T i GR, uočeno blago povećanje aktivnosti GPx u 

eritrocitima dijabetičnih životinja nije dovoljno da spreči štetne posledice 

povećane količine slobodnih radikala. U eritrocitima dijabetičnih pacova uočen je i 

smanjen odnos GSH/GSSG što može biti posledica smanjene redukcije GSSG usled 

niže aktivnosti GR. Primena EK je normalizovala aktivnosti enzima antioksidativne 

zaštite, odnos GSH/GSSG i nivo S-glutationilovanih proteina i time značajno 

popravila antioksidativni kapacitet eritrocita dijabetičnih životinja. Ovi rezultati su 

u skladu sa podacima koji pokazuju da ekstrakt kičice povećava aktivnost 

enzimskih i neenzimskih antioksidanasa u pankreasu dijabetičnih pacova (Sefi i 

sar., 2011) i da astragalin, kempferol i kvercetin doprinose očuvanju količine GSH u 

eritrocitima u uslovima oksidativne hemolize (Choi i sar., 2013). Poboljšanju 

aktivnosti SOD, C T i GR u eritrocitima dijabetičnih životinja tretiranih ekstraktom 

kičice moglo je doprineti i očuvanje katalitičkog potencijala enzima usled 

neutralizacije slobodnih radikala i sprečavanja njihovog formiranja od strane 

polifenolnih jedinjenja prisutnih u ekstraktu. Prema literaturnim podacima, 

prisustvo NO• blokira katalitičku hem grupu CAT čime smanjuje njenu aktivnost i 

povećava količinu H2O2 i oštećenje tkiva (Brown, 1995). 

Poboljšanje redoks statusa u eritrocitima dijabetičnih pacova tretiranih EK 

može biti rezultat kako direktne inhibicije slobodnih radikala tako i poboljšane 

kontrole glikemije. Povećana koncentracija glukoze u cirkulaciji podstiče proces 
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neenzimatske reakcije između slobodne aldehidne grupe glukoze i slobodnih 

aminokiselinskih grupa Hb i formiranje GlyHb. Koncentracija GlyHb se povećava 

proporcionalno porastu koncentracije glukoze u krvi pa se u kliničkim 

ispitivanjima koristi u cilju praćenja razvoja bolesti i efikasnosti terapije 

(Wolffenbuttel i sar., 1996). Proces glikacije, pored Hb, zahvata i druge proteine u 

eritrocitima i serumu dijabetičnih osoba i uzrokuje formiranje i nagomilavanje 

krajnjih proizvoda glikacije (AGE) koji promenama strukturnih i funkcionalnih 

svojstava proteina dovode do razvoja komplikacija (Nawale i sar., 2006). 

Prethodne studije su pokazale da glikacija SOD, CAT i GR smanjuje njihovu 

enzimatsku aktivnost (Blakytny i Harding, 1992; Yan i Harding, 1997). Pored toga, 

Mihailović i saradnici (2012) su pokazali da se smanjena aktivnost C T i SOD u 

eritrocitima dijabetičnih pacova dovodi u vezu sa povećanom posttranslacionom 

O-GlcNAc modifikacijom ovih enzima. Smanjenje stepena glikacije proteina seruma 

i glikozilacije proteina u eritrocitima dijabetičnih pacova nakon primene EK može 

se pripisati ranije opisanim mehanizmima hipoglikemijskog efekta ekstrakta i/ili 

njegovih pojedinačnih komponenti. 

Povećani nivo glukoze u cirkulaciji negativno utiče na osnovnu funkciju 

eritrocita – razmenu gasova. Kao posledica promena biohemijskih parametara u 

plazmi i eritrocitima tokom dijabetesa dolazi do poremećaja reoloških osobina 

eritrocita i, posledično, protoka krvi. Na ćelijskom nivou, u ovako pogođene 

parametre eritrocita ubrajaju se sposobnost agregacije i deformabiliteta (Caimi i 

sar., 1993). Poznato je da se stopa agregacije eritrocita tokom dijabetesa povećava 

a pokazana je i pozitivna korelacija između procesa agregacije i koncentracije α2 

makroglobulina u plazmi (Torregiani i sar., 1995). Pored toga, deformabilitet 

eritrocita, koji ima važnu ulogu u procesu razmene gasova u mikrocirkulaciji, je 

značajno smanjen u dijabetesu. Glavni faktori koji utiču na deformabilitet eritrocita 

uključuju oblik ćelije, mehanička svojstva ćelijske membrane i citoskeleta i 

unutarćelijski viskozitet (Cho i sar., 2008). Signalni put PI3K/ kt je takođe 

uključen u regulaciju deformabiliteta eritrocita jer je pokazano da se blokiranjem 

ovog signalnog puta upotrebom vortmanina, specifičnog inhibitora PI3K, smanjuje 

deformabilitet eritrocita (Suhr i sar., 2012). Usled smanjenog deformabiliteta i 

povećane agregacije eritrocita povećava se viskoznost krvi što dodatno doprinosi 



137 
 

poremećaju mikrocirkulacije u dijabetesu (Cho i sar., 2008). Povećana aktivnost 

 kt kinaze u eritrocitima i smanjen nivo α2M u serumu dijabetičnih pacova 

tretiranih EK, prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, sugerišu da primena EK može 

smanjiti viskoznost krvi i time doprineti poboljšanju mikrocirkulacije u dijabetesu 

čime bi se obezbedila adekvatna oksigenacija tkiva i organa. Ovakav efekat EK 

može poticati od flavona apigenina za koji je pokazano da inhibira proces adhezije 

trombocita (Navarro-Nunez i sar., 2008). S’ obzirom da zreli eritrociti nemaju jedro 

i da stoga zavise od prethodno sintetisanih proteina, prikazani rezultati ukazuju da 

upotreba antioksidanasa kao dodataka u ishrani može da doprinese održavanju 

strukture i funkcije eritrocita.  

5.4. Ekstrakt kičice ublažava oksidativni stres i doprinosi očuvanju 

funkcije jetre i bubrega dijabetičnih pacova 

Poboljšanje biohemijskih parametara karakterističnih za dijabetes kao i 

funkcionalnih osobina eritrocita kod dijabetičnih životinja navodi na zaključak da 

primena EK, preko poboljšanja mikrocirkulacije i omogućavanja adekvatne ishrane 

tkiva i organa, može smanjiti rizik za razvoj komplikacija koje prate dijabetes ili 

pak usporiti njihov razvoj i ublažiti štetne posledice. Poznato je da hiperglikemija i 

sa njome udruženi oksidativni stres predstavljaju glavne uzročnike razvoja 

mikrovaskularnih komplikacija u dijabetesu, kao što su hepatopatija i nefropatija. 

Jetra ima važnu ulogu u regulisanju normalne homestaze glukoze – tokom 

gladovanja proizvodi glukozu a nakon obroka višak glukoze skladišti u vidu 

glikogena. Neto proizvodnja glukoze u jetri rezultat je procesa glukoneogeneze, 

sinteze glikogena, glikogenolize i glikolize (Petersen i sar., 2017). Regulacija 

metabolizma glukoze u jetri u velikoj meri je regulisana insulinom. Naime, 

vezivanje insulina za IR na membrani hepatocita smanjuje proces glikogenolize. 

Pored toga, insulin smanjuje proizvodnju glukoze u jetri i indirektno putem 

inhibicije procesa lipolize i sekrecije glukagona kao i promenama neuronalnih 

signala u jetri izazvanih delovanjem insulina u mozgu (Edgerton i sar., 2017). 

Imajući to u vidu, nedostatak insulina u uslovima dijabetesa povećava proizvodnju 

glukoze u jetri, što dodatno doprinosi pogoršanju hiperglikemije. S’ obzirom da bez 
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adekvatnog delovanja insulina mišićne ćelije i adipociti ne mogu da koriste glukozu 

kao izvor energije, o čemu je već bilo reči, povećava se akumulacija glukoze u 

tkivima neosetljivim na insulin, kao što su bubrezi, retina, periferni nervi i krvni 

sudovi. Povećanje nivoa glukoze u pomenutim tkivima, putem mehanizama koji 

uključuju autooksidaciju glukoze, povećanu proizvodnju •O2- u mitohondrijama, 

aktivaciju NFκB transkripcionog faktora kao i pojačanu aktivnost puta poliola, puta 

heksozamina, procesa glikacije i PKC, a koji su detaljno opisani u uvodnom delu 

(Poglavlje 1.2.3.), dovodi do njihovog oštećenja i razvoja komplikacija. 

Za rano dijagnostikovanje dijabetesa i pratećih komplikacija u kliničkoj 

praksi se kao biohemijski markeri koristi nekoliko enzima i jedinjenja, uključujući 

AST, ALT, BUN i kreatinin. Aspartat i alanin aminotransferaze (AST i ALT) 

predstavljaju enzime koji se u visokoj koncentraciji nalaze u hepatocitima gde 

katalizuju prenos α-amino grupa sa aspartata ( ST) i alanina ( LT) na α-keto 

grupu ketoglutarne kiseline. Tom prilikom nastaju oksaloacetatna i piruvinska 

kiselina koje učestvuju u ciklusu limunske kiseline. Oštećenje jetre dovodi do 

povećanja nivoa  ST i  LT u serumu pa se stoga njihova koncentracija koristi kao 

pokazatelj oštećenja jetre (Soares i sar., 2013). Određivanje nivoa BUN-a i 

kreatinina u serumu predstavlja najjednostavniji način za praćenje funkcionisanja 

bubrega (Dabla, 2010). Ova organska jedinjenja nastaju kao sporedni proizvodi 

tokom metabolizma proteina u jetri (BUN), odnosno kreatina i kreatin-fosfata 

(kreatinin) u mišićima i u fiziološkim uslovima se izlučuju iz organizma putem 

urina. Povećane koncentracije  ST i  LT enzima, odnosno BUN-a i kreatinina u 

serumu dijabetičnih životinja četiri nedelje nakon poslednje doze STZ-a prikazane 

u ovoj studiji ukazuju na oštećenja jetre i bubrega i poremećaj njihovog 

funkcionisanja. Osim toga, kod dijabetičnih životinja je zabeleženo povećanje 

relativne mase jetre i bubrega, što ukazuje na hipertrofiju organa. Hipertrofija jetre 

u odnosu na telesnu masu može biti posledica akumulacije triglicerida u jetri usled 

povećanog priliva masnih kiselina u uslovima hipoinsulinemije, kao i smanjenog 

kapaciteta izlučivanja lipoproteina iz jetre usled poremećaja u sintezi 

apolipoproteina B (Ohno i sar., 1999). Do hipertrofije glomerula dolazi u ranoj fazi 

razvoja patoloških promena u bubregu usled lokalnih promena u proizvodnji 

pojedinih faktora rasta i/ili njihovih receptora (Malatiali i sar., 2008). Primena EK 
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značajno je smanjila koncentracije  LT,  ST, BUN-a i kreatinina i smanjila relativne 

mase organa, ukazujući na protektivni efekat EK na funkcionisanje jetre i bubrega 

u uslovima dijabetesa. Treba napomenuti da je pozitivni efekat primene EK na 

parametre funkcionisanja jetre bio nešto izraženiji kod pretretirane grupe 

dijabetičnih životinja u odnosu na posttretman, dok su parametri funkcionisanja 

bubrega bili u istoj meri poboljšani nakon oba tretmana ekstraktom. 

Hepatoprotektivni efekat EK je zabeležen u literaturi (Mroueh i sar., 2004), dok je, 

prema dostupnim podacima, renoprotektivni efekat ekstrakta po prvi put pokazan 

u ovoj doktorskoj disertaciji. Hepatoprotektivni efekat EK može se pripisati 

najzastupljenijim komponentama detektovanim u njegovom sastavu, odnosno 

svercijamarinu, sverozidu i genciopikrinu za koje je pokazano da ispoljavaju 

hepatoprotektivno dejstvo (Kondo i sar., 1994). Pored toga, ispoljeni protektivni 

efekat EK u jetri i bubregu dijabetičnih životinja može biti posledica pokazanog 

hipoglikemijskog ali i antioksidativnog dejstva akumuliranih polifenolnih 

jedinjenja i njihovih metabolita poreklom iz EK. 

Oksidativni stres nastao kao posledica hiperglikemije prouzrokuje oštećenja 

molekula DNK, lipida i proteina u tkivima i organima, što je pokazano i u okviru 

ove studije. Oksidativno oštećenje membranskih lipida predstavlja jedan od prvih 

koraka koji vodi do povećane produkcije slobodnih radikala. Tretman EK je 

prevenirao razvoj lipidne peroksidacije u jetri i bubregu dijabetičnih životinja čime 

se može pretpostaviti njegov doprinos očuvanju integriteta membrane i 

funkcionalnosti ovih organa. Ovi rezultati su u saglasnosti sa istraživanjima u 

kojima je pokazano da ferulinska kiselina smanjuje koncentraciju MDA u jetri i 

bubregu dijabetičnih miševa (Ramar i sar., 2012), kao i da primena svercijamarina, 

najzastupljenije komponente u EK, smanjuje nivo lipidne peroksidacije u serumu, 

jetri i bubrezima pacova tretiranih D-galaktozaminom (Jaishree i Badami, 2010). 

Ispitujući efekat kempferola na ublažavanje oksidativnog stresa kod pacova sa 

dijabetesom izazvanim primenom STZ-a, grupa autora je pokazala da kempferol 

smanjuje nivo TB RS i lipidnih hidroperoksida u jetri i bubregu i povećava nivo 

enzimskih i neenzimskih antioksidanasa (Al-Numair i sar., 2015). Smanjenje nivoa 

lipidne peroksidacije i povećanje endogenih antioksidanasa je zabeleženo i nakon 

tretmana dijabetičnih pacova rutinom (Kamalakkannan i Stanely Mainzen Prince, 
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2006). Pored toga, pokazano je i da primena kvercetina redukuje nivo lipidne 

peroksidacije u jetri i bubregu miševa sa dijabetesom izazvanim primenom 

aloksana (Alam i sar., 2014). Tretman dijabetičnih miševa kvercetinom u istoj 

studiji smanjio je i stepen oksidativnog oštećenja molekula DNK u pomenutim 

organima. U skladu sa ovim rezultatom, primena EK kod dijabetičnih životinja u 

ovoj disertaciji je značajno smanjila stepen oštećenja molekula DNK u jetri i 

bubregu čime je dodatno pokazano citoprotektivno dejstvo ekstrakta u uslovima 

dijabetesa. Da kvercetin, ali i druge komponente prisutne u EK štite molekul DNK 

od oštećenja pokazano je u različitim modelima oksidativnog stresa. Tako 

kvercetin smanjuje nivo 8-hidroksidezoksiguanozina, jednog od markera oštećenja 

molekula DNK, u bubregu pacova tretiranih olovom (Liu i sar., 2010), a pokazan je i 

njegov protektivni efekat nakon tretmana životinja dietilnitrozaminom (DEN), 

potentnog hepatokarcinogenog jedinjenja prisutnog u duvanskom dimu (Gupta i 

sar., 2010). Primena apigenina takođe smanjuje genotoksični efekat DEN-a u jetri 

(Ali i sar., 2014). Pretretman Sprague-Dawley pacova kafeinskom kiselinom 

doprinosi očuvanju diploidije u ćelijama jetre i bubrega narušene primenom 

metamfetamina (Koriem i sar., 2013), dok tretman ferulinskom kiselinom smanjuje 

nivo DNK oštećenja u uslovima oksidativnog stresa izazvanog sepsom (Bacanlı i 

sar., 2014). 

Redoks status jetre i bubrega određen je odnosom redukovanog i 

oksidovanog glutationa (GSH/GSSG). Kao što je već naglašeno, GSH predstavlja 

jedan od najvažnijih neenzimskih antioksidanasa u ćeliji. U uslovima povećanog 

oksidativnog stresa GSH učestvuje u uklanjanju slobodnih radikala i tom prilikom 

se redukuje što za posledicu ima smanjenje odnosa GSH/GSSG. Osim smanjenog 

odnosa GSH/GSSG u jetri i bubregu dijabetičnih pacova, u ovoj doktorskoj 

disertaciji je uočen i porast nivoa GSSP kao posledice oksidativnog stresa. Ovi 

rezultati su u saglasnosti sa podacima o smanjenom nivou GSH u jetri i bubregu 

pacova sa dijabetesom izazvanim primenom STZ-a (Sellamuthu i sar., 2013; Singh i 

sar., 2013; Sugumar i sar., 2016). Tretman EK značajno je smanjio prisustvo GSSP u 

jetri i bubregu dijabetičnih pacova što je korelisalo sa povećanjem odnosa 

GSH/GSSG i ukazalo na to da EK štiti tkivo jetre i bubrega od oksidativnog stresa. 
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Ovo protektivno dejstvo EK se može pripisati poboljšanju endogenog 

sistema antioksidativne zaštite u jetri i bubregu nakon primene EK na šta ukazuju 

rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji. U bubregu dijabetičnih životinja 

aktivnosti CAT, MnSOD i CuZnSOD enzima su bile smanjene dok su aktivnosti GPx i 

GR bile povećane što je u skladu sa prethodnim istraživanjima (Kedziora-

Kornatowska i sar., 2000; Mekinova i sar., 1995; Mihailović i sar., 2013b). Pojačana 

aktivnost GPx, verovatno je pokrenuta povećanjem prisustva ROS-ova, i u skladu je 

sa povećanjem prisustva samog GPx proteina koje je uočeno u bubregu 

dijabetičnih životinja. Iako nije uočeno povećanje nivoa GR proteina, povećana 

aktivnost ovog enzima može biti pokrenuta usled povećanja nivoa njegovog 

supstrata GSSG, a koji se produkuje posredstvom GPx. Smanjene aktivnosti CAT, 

MnSOD i CuZnSOD korelisale su sa smanjenim nivoom ovih enzima u bubregu 

dijabetičnih životinja. Pored toga, pad u aktivnosti CAT, MnSOD i CuZnSOD u 

uslovima dijabetesa može se pripisati i inhibitornom dejstvu slobodnih radikala na 

katalitičke centre enzima (Brown, 1995). Povećanje aktivnosti C T, MnSOD i 

CuZnSOD u bubregu dijabetičnih životinja nakon tretmana EK delimično se može 

pripisati povećanju nivoa proteina za date enzime, ali i uticaju ekstrakta na 

smanjenje nivoa glikozilacije samih enzima. Na ovakav zaključak sa jedne strane, 

upućuju rezultati prikazani u ovoj tezi gde je pokazano da primena EK dovodi do 

smanjenja nivoa glikozilacije proteina u eritrocitima dijabetičnih životinja, a sa 

druge strane literaturni podaci. Istraživanja su pokazala da je smanjena aktivnost 

CuZnSOD i C T u bubregu dijabetičnih životinja posledica smanjenog nivoa 

proteina i transkripcije gena datih enzima, kao i njihove povećane posttranslacione 

modifikacije O-GlcNAc-om ( rambašić i sar., 2013; Mihailović i sar., 2013a). 

Pad u aktivnosti C T, MnSOD, CuZnSOD, GPx i GR enzima u jetri dijabetičnih 

pacova zabeležen u okviru ove doktorske disertacije može biti posledica delovanja 

različitih mehanizama pokrenutih oksidativnim stresom. Pad u aktivnosti 

CuZnSOD u jetri dijabetičnih životinja može se pripisati padu nivoa CuZnSOD 

proteina, dakle regulaciji na nivou transkripcije. Sa druge strane, proteinski nivoi 

GR, GPx i MnSOD bili su značajno uvećani dok je nivo proteina CAT ostao 

nepromenjen. Ovi rezultati se unekoliko razlikuju od rezultata zabeleženih u 

bubregu dijabetičnih životinja i ukazuju na to da su u različitim organima u 
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regulaciju aktivnosti enzima antioksidativne zaštite u uslovima dijabetesa 

uključeni različiti mehanizmi. Tome u prilog idu i oprečni podaci u vezi sa 

aktivnošću enzima antioksidativne zaštite u različitim organima, različitim 

životinjskim modelima i modelima eksperimentalnog dijabetesa (pregledano u 

Maritim i sar., 2003). Na osnovu toga, kao i podataka o uticaju pojačane 

glikozilacije CAT, MnSOD i CuZnSOD enzima na smanjenjenje njihove aktivnosti u 

jetri dijabetičnih pacova (Mihailović i sar., 2013a), može se pretpostaviti da je 

sličan mehanizam posttranslacione modifikacije uključen u detektovani pad u 

aktivnosti C T, MnSOD, GPx i GR enzima u jetri dijabetičnih pacova prikazan u ovoj 

tezi. Dinić i saradnici (2013a) ukazuju na to da se u uslovima oksidativnog stresa 

kao posledice dijabetesa ekspresija C T i CuZnSOD u jetri reguliše na nivou 

transkripcije, ne isključujući pritom posttranslacione mehanizme regulacije, dok su 

za ekspresiju MnSOD od velikog značaja i posttranskripcioni i posttranslacioni 

mehanizmi regulacije. Može se zaključiti da poboljšanje aktivnosti GR, GPx, MnSOD 

i CAT enzima u jetri dijabetičnih pacova nakon tretmana EK nije bilo posledica 

daljeg povećanja proteinskog nivoa ovih enzima. Imajući to u vidu, poboljšanje 

aktivnosti ovih enzima može biti posledica već opisanog hipoglikemijskog efekta 

EK koji posledično može smanjiti stepen glikozilacije enzima i tako uticati na 

njihovu veću aktivnost. 

Imajući u vidu rezultate prikazane u okviru ove doktorske disertacije, 

protektivni efekat EK na funkcionisanje jetre i bubrega kod dijabetičnih životinja 

može se pripisati udruženom delovanju različitih mehanizama posredovanim 

ekstraktom, od hipoglikemijskog i antioksidativnog dejstva pa do uticaja na 

transkripcione i posttranslacione mehanizme regulacije aktivnosti enzima 

antioksidativne zaštite. 

5.5. Ekstrakt kičice poboljšava preživljavanje i funkcionalnost β-ćelija 

pankreasa u dijabetesu putem različitih mehanizama delovanja 

Bez obzira na postignuti napredak na polju lečenja dijabetesa, oporavak i 

održavanje mase funkcionalnih β-ćelija i dalje predstavlja veliki izazov. Imajući u 

vidu ulogu oksidativnog stresa u narušavanju strukture i funkcije β-ćelija proističe 
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da bi se njegovim ublažavanjem moglo sprečiti ili bar usporiti propadanje β-ćelija 

koje karakteriše dijabetes. Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji 

pokazali su da je tretman dijabetičnih pacova EK doprineo očuvanju strukture i 

funkcije Langerhansovih ostrvaca pankreasa pa samim tim i povećanju nivoa 

insulina i boljoj kontroli glikemije. Ispitivanjem molekularnih mehanizama koji se 

nalaze u osnovi ovog protektivnog dejstva EK pokazano je smanjenje oštećenja 

molekula DNK, lipida i proteina i poboljšanje nivoa endogenog sistema 

antioksidativne zaštite u β-ćelijama u uslovima oksidativnog stresa izazvanog 

primenom H2O2, SNP-a i STZ-a. Modulisanjem prisustva i aktivnosti 

redoks-senzitivnih transkripcionih regulatora NFκB-p65, FOXO3A, Sp1 i Nrf-2 

tretman EK je uticao na poboljšanje transkripcione regulacije C T, MnSOD, 

CuZnSOD, GPx i GR enzima. Osim toga, pozitivan efekat EK na preživljavanje 

β-ćelija i ekspresiju/sekreciju insulina mogao bi se delimično pripisati i njegovom 

uticaju na fine promene u aktivnosti Akt, ERK i p38 kinaza kao i PDX-1 i MafA 

regulatornih proteina. 

Kao što je već diskutovano, hipoglikemijski efekat EK može biti posledica 

povećanja iskoristljivosti glukoze u perifernim tkivima, smanjenja resorpcije 

glukoze u crevima, regulacije metabolizma glukoze u jetri i povećanja sekrecije 

insulina usled stimulativnog dejstva polifenolnih jedinjenja iz EK na proces 

izlučivanja hormona i enzima u gastrointestinalnom traktu. Pored toga, 

hipoglikemijski efekat EK može se ostvariti i putem povećanja nivoa insulina u 

serumu dijabetičnih životinja usled pokazanog uticaja EK na očuvanje strukture i 

funkcije Langerhansovih ostrvaca pankreasa. Ovi rezultati u saglasnosti su sa 

ranije pokazanim pozitivnim efektom ekstrakta pripremljenog iz lista kičice na 

brojnost i veličinu ostrvaca pankreasa dijabetičnih pacova kod kojih je dijabetes 

izazvan primenom STZ-a (Sefi i sar., 2011). Kao što je prikazano u ovoj tezi, 

histološkim i imunohistohemijskim ispitivanjem preseka pankreasa dijabetičnih 

životinja uočena je narušena morfologija ostrvaca i smanjeno prisustvo ćelija 

obojenih insulinom dok su ćelije pozitivne na glukagon i somatostatin bile 

dominantna populacija u središnjem regionu ostrvaca. Tretman dijabetičnih 

pacova EK uticao je na očuvanje morfologije ostrvaca i povećanje mase β-ćelija što 

je doprinelo povećanoj proizvodnji insulina. Povećano prisustvo GLUT-2 i p-Akt 
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uočeno u ostrvcima dijabetičnih pacova tretiranih EK dodatno podržavaju ove 

rezultate. Naime, gubitak ekspresije GLUT-2 transportera u β-ćelijama pankreasa 

se dovodi u vezu sa poremećajem GSIS procesa i razvojem hiperglikemije (Hou i 

sar., 2009). S’ obzirom da signalni put PI3K/ kt ima važnu ulogu u regulaciji mase 

β-ćelija i sekreciji insulina, narušavanje ovog signalnog puta remeti normalno 

funkcionisanje β-ćelija i oslobađanje insulina (Leibiger i sar., 2010). Istraživanja u 

okviru ove doktorske disertacije ukazuju na postojanje pozitivne korelacije između 

aktivnosti Akt kinaze i ekspresije GLUT-2 transportera u ostrvcima pankreasa, što 

je u saglasnosti sa podacima koji ukazuju na vezu između aktivacije  kt kinaze i 

sinteze GLUT-2 u jetri (Rathinam i Pari, 2016). Pozitivni efekat EK na obojenost 

ćelija Langerhansovih ostrvaca antitelima na insulin i GLUT-2 bio je izraženiji kod 

pretretirane grupe dijabetičnih životinja, ukazujući na umanjenje štetnih posledica 

dijabetesa ukoliko se EK konzumira i pre razvijanja dijabetesa, a što je već 

diskutovano u kontekstu regulacije nivoa glukoze i insulina u serumu. 

Protektivni efekat EK na β-ćelije pankreasa u saglasnosti je sa podacima da 

primena svercijamarina, najzastupljenijeg jedinjenja u EK, štiti Langerhansova 

ostrvca od oštećenja izazvana primenom STZ-a i doprinosi povećanju nivoa 

insulina u cirkulaciji usled regeneracije β-ćelija (Dhanavathy, 2015). Isti autor 

ukazuje da se svercijamarin, zahvaljujući pokazanim antihiperglikemijskim, 

antihiperlipidemijskim, cito- i histoprotektivnim dejstvom, može koristiti u 

tretmanu dijabetesa i pratećih komplikacija. Ispitivanjem efekta kvercetina na 

akutni pankreatitis miševa pokazano je da ovaj flavonoid ispoljava antioksidativno 

i antiinflamatorno dejstvo (Carvalho i sar., 2010). Tretman kvercetinom smanjuje 

infiltraciju neutrofila i proizvodnju proinflamatornih citokina TNF-α, IL-1β i IL-6 i 

povećava proizvodnju antiinflamatornog citokina IL-10 čime usporava razvoj 

akutnog pankreatitisa. U preglednom članku o ekstrakciji kempferola i njegovih 

glikozida ističe se da je hipoglikemijski efekat flavonoida pokazan na različitim 

životinjskim modelima i da primena ovih polifenolnih jedinjenja doprinosi 

povećanju, stabilizaciji i održavanju sekrecije insulina u ostrvcima čoveka tokom 

dužeg vremenskog perioda (Cid-Ortega i Monroy-Rivera, 2018). Imajući to u vidu, 

pozitivno dejstvo EK na regulaciju nivoa glukoze i insulina kod dijabetičnih pacova 

bi se moglo pripisati i različitim flavonoidima prisutnim u ekstraktu. 
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Efekat EK na preživljavanje i funkcionalnost β-ćelija ispitan je na Rin-5F 

β-ćelijama tretiranim H2O2, SNP-om i STZ-om. Tretman Rin-5F ćelija IC50 dozama 

odabranih agenasa smanjio je funkcionalnost ćelija, praćenu analizom ekspresije i 

sekrecije insulina, i izazvao značajna oksidativna oštećenja ćelija procenjena na 

osnovu analize stepena oštećenja molekula DNK, lipidne peroksidacije, nivoa 

S-glutationilacije proteina i odnosa GSH/GSSG. Uporedna analiza parametara 

oksidativnog oštećenja ćelija izazvanog H2O2, SNP-om i STZ-om ukazuje da je 

tretman STZ-om izazvao najveći stepen oštećenja DNK u β-ćelijama, dok su 

detektovane promene ostalih biomarkera nakon primene različitih prooksidanasa 

bile na sličnom nivou. Primenom EK povećan je procenat vijabilnih ćelija kao i 

ekspresija i sekrecija insulina, a koji su bili redukovani nakon tretmana H2O2, 

SNP-om i STZ-om. EK je u različitoj meri uticao na povećanje procenta vijabilnih 

ćelija nakon tretmana, što je i očekivano ako se uzmu u obzir mehanizmi putem 

kojih primenjena jedinjenja izazivaju oksidativni stres. Kao što je već rečeno u 

okviru rezultata (Poglavlje 4.5.2.), H2O2 direktno dovodi do oksidativnih oštećenja 

ćelija, citotoksični efekat SNP-a je prvenstveno zasnovan na oslobađanju NO•, dok 

STZ svoje dejstvo ispoljava direktnom alkilacijom molekula DNK koja posledično 

dovodi do povećane proizvodnje različitih ROS i RNS vrsta, što najviše simulira 

kompleksne uslove oksidativnog stresa koji prate dijabetes. Veći efekat EK na 

preživljavanje ćelija nakon H2O2- i SNP-tretmana u odnosu na tretman STZ-om bi 

mogao biti posledica pokazane sposobnosti ekstrakta da efikasno neutrališe H2O2 

odnosno NO•. 

Porast vijabilnosti i funkcionalnosti β-ćelija nakon tretmana EK pratilo je 

smanjenje oštećenja molekula DNK, lipidne peroksidacije i nivoa GSSP kao i porast 

odnosa GSH/GSSG. Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodno pokazanim 

protektivnim efektom EK na oksidativna oštećenja molekula DNK, lipida i proteina 

u pankreasu dijabetičnih životinja (Sefi i sar., 2011), i mogu biti posledica prisustva 

ksantona, flavonoida i fenolnih kiselina u sastavu ekstrakta. Antioksidativna 

aktivnost EK se može pripisati luteolinu, apigeninu i kvercetinu za koje je 

pokazano da štite DNK od oštećenja posredovanih H2O2 (Romanova i sar., 2001). 

Pored toga, pokazano je da konstituenti EK kao što su svercijamarin, kempferol, 

kvercetin, rutin i ferulinska kiselina mogu da redukuju nivo lipidne peroksidacije 
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kod pacova sa dijabetesom izazvanim primenom STZ-a (Al-Numair i sar., 2015; 

Elbe i sar., 2015; Jaishree i Badami, 2010; Wang i sar., 2015). 

 Antioksidativni efekat EK na Rin-5F ćelije ogleda se i u njegovom uticaju na 

aktivnost enzima antioksidativne zaštite koja je bila poremećena nakon tretmana 

odabranim prooksidansima (STZ, H2O2 i SNP). Smanjena aktivnost CAT, GPx i GR 

nakon tretmana SNP-om, odnosno GPx i GR nakon tretmana H2O2, bila je povećana 

nakon kotretmana ćelija ekstraktom. Sa druge strane, povećanje aktivnosti CAT 

nakon H2O2 i STZ tretmana, GR nakon STZ tretmana, odnosno MnSOD i CuZnSOD 

nakon svih tretmana bilo je redukovano nakon primene EK. Ovi rezultati ukazuju 

na to da se antioksidativni efekat EK u ćelijama može ostvariti preko dodatne 

aktivacije antioksidativnih enzima ali i putem drugih mehanizama koji ne uključuju 

dalju aktivaciju enzima. Tako bi se sposobnost EK da ublaži narušavanje redoks 

balansa u β-ćelijama mogla objasniti potencijalom ekstrakta da neutrališe 

slobodne radikale. Putem ovog mehanizma delovanja smanjila bi se potreba ćelije 

za daljom aktivacijom enzima antioksidativne zaštite. Pored toga, prikupljanjem 

slobodnih radikala bi se umanjio njihov inhibitorni efekat na katalitičku aktivnost 

enzima što bi posledično smanjilo potrebu za povećavanjem nivoa enzima kako bi 

se postigla potrebna aktivnost. Već je bilo reči o tome da NO• blokira katalitički 

centar C T čime smanjuje njenu aktivnost (Brown, 1995), a utvrđeno je i da NO• 

blokira i aktivnost GPx (Asahi i sar., 1995). U skladu sa ovako pretpostavljenim 

mehanizmom antioksidativnog delovanja EK, u ovoj tezi je pokazana sposobnost 

EK da efikasno prikuplja H2O2 i NO• vrste što se može pripisati njegovim 

konstituentima kao što su luteolin, apigenin, kvercetin i sinapinska kiselina 

(Nićiforović i  bramovič, 2014; Romanova i sar., 2001). 

Još jedan mehanizam antioksidativnog delovanja EK bio bi njegov indirektni 

efekat na aktivnost enzima antioksidativne zaštite preko uticaja na molekularne 

mehanizme uključene u transkripcionu regulaciju ovih enzima. U skladu sa tim kao 

i pretpostavkom da su transkripcioni regulatori među prvim proteinima koji bivaju 

pogođeni oksidativnim stresom sa posledičnim efektom na njihove ciljne gene 

(Guo i sar., 2013), rezultati istraživanja u okviru ove teze su pokazali da dolazi do 

promena u prisustvu i aktivnosti redoks-senzitivnih transkripcionih regulatora 

enzima antioksidativne zaštite. Ovaj indirektni efekat EK na aktivnost 
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antioksidativnih enzima ispitan je i pokazan na modelu oksidativnog stresa 

indukovanog u Rin-5F ćelijama STZ-om s obzirom da je isti agens korišćen za 

izazivanje dijabetesa kod pacova kao i da mehanizam njegovog delovanja uključuje 

ROS i RNS vrste. Tretman β-ćelija STZ-om pratilo je povećanje nivoa NFκB-p65 i 

Nrf-2 faktora u jedru, a za koje je poznato da se aktiviraju nakon translokacije u 

jedro (Itoh i sar., 2003; Karin i Ben-Neriah, 2000; van den Berg i sar., 2001). 

Aktivacija NFκB-p65 u β-ćelijama nakon primene STZ-a može se pripisati 

pojačanoj produkciji ROS-ova kao što je H2O2 i/ili njegovi derivati (Sen i Packer, 

1996). Osim toga, pokazano je da povećan nivo ROS-ova dovodi do stabilizacije 

Nrf-2 proteina, njegove translokacije u jedro i transkripcione aktivacije gena za 

antioksidativne enzime vezivanjem Nrf-2 za ARE regulatorne elemente u okviru 

promotorskih regiona gena (Jaiswal, 2004). Imajući u vidu da je NFκB uključen u 

regulaciju ekspresije gena za SOD (Hoffmann i sar., 2006; Xu i sar., 1999) i da Nrf-2 

kontroliše bazalnu i/ili inducibilnu ekspresiju brojnih endogenih antioksidanasa i 

enzima faze II, uključujući C T, SOD, GR i GPx (Dinić i sar., 2016; Kim i Vaziri, 2010; 

Zhu i sar., 2005), povećanje nivoa iRNK za C T, GPx, GR i MnSOD u ćelijama 

tretiranim STZ-om prikazano u ovoj disertaciji može biti rezultat aktivacije NFκB i 

Nrf-2. Sʼ obzirom da je aktivnost NFκB i Nrf-2 bila snižena nakon primene EK u 

ćelijama tretiranim STZ-om, može se pretpostaviti da je sposobnost ekstrakta da 

neutrališe slobodne radikale umanjila aktivaciju NFκB i Nrf-2 faktora što se 

posledično odrazilo na niži nivo ekspresije gena za CAT, GPx i SOD. S’ obzirom da 

kotretman EK nije uticao na promene aktivnosti FOXO3A u odnosu na tretman 

STZ-om može se pretpostaviti da FOXO3  podjednako doprinosi transkripcionoj 

aktivaciji CAT i MnSOD u tretmanu STZ-om i u STZ/EK kotretmanu. Za razliku od 

β-ćelija tretiranih STZ-om gde je nivo Sp1 proteina u jedru bio umanjen u odnosu 

na kontrolu, kod STZ/EK kotretiranih ćelija nivo Sp1 faktora se održao na nivou 

uočenom kod kontrolnih ćelija. Imajući u vidu da je Sp1 ključan za konstitutivnu i 

inducibilnu ekspresiju CuZn/MnSOD (Minc i sar., 1999; Xu i sar., 2002) kao i da ima 

pozitivan uticaj na regulaciju ekspresije CAT enzima (Glorieux i sar., 2015), na 

osnovu prikazanih rezultata može se pretpostaviti da je Sp1 imao veći uticaj na 

transkripcionu aktivaciju SOD i CAT nakon kotretmana ekstraktom. Umanjenje 

nivoa iRNK i proteina za C T nakon primene EK sa jedne strane, kao i povećanje 
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nivoa genske ekspresije i proteina za GR enzim nakon STZ tretmana i STZ/EK 

kotretmana, snažno sugerišu da su prisustvo ali i aktivnost CAT i GR enzima 

uglavnom regulisani na nivou transkripcije. Postojanje malih ali statistički 

neznačajnih razlika u prisustvu SOD i GPx proteina između tretmana STZ-om i 

STZ/EK kotretmana uprkos značajnim razlikama u nivou odgovarajućih iRNK 

nakon ovih tretmana upućuju na postojanje dodatnih, posttranslacionih 

mehanizama uključenih u regulaciju nivoa i aktivnosti ovih antioksidativnih 

enzima. Uočene promene na nivou ekpresije gena i količine proteina za enzime 

antioksidativne zaštite nakon tretmana odabranim agensima u odsustvu/prisustvu 

EK ukazuju na postojanje transkripcionih, posttranskripcionih i/ili 

posttranslacionih molekularnih mehanizama kojima se dodatno reguliše aktivnost 

enzima. 

Povećano preživljavanje β-ćelija nakon kotretmana ekstraktom može 

delimično biti rezultat povećane aktivnosti  kt, ERK i p38 kinaza, za koje je 

poznato da regulišu ćelijski rast i preživljavanje, kao i ekspresiju i sekreciju 

insulina i njegov signalni put u ćeliji. Istraživanja rađena na transgenim miševima 

sa konstitutivno eksprimiranom Akt kinazom vezanom za promotor gena za 

insulin pokazala su da je, između ostalog, povećana stopa proliferacije ćelija 

odgovorna za povećanje mase β-ćelija pankreasa (Bernal-Mizrachi i sar., 2001; Cho 

i sar., 2001; Tuttle i sar., 2001). Konstitutivna ekspresija  kt kinaze se takođe 

dovodi u vezu sa povećanjem rezistencije transgenih miševa na razvoj dijabetesa 

izazvanog primenom STZ-a. Fosforilacija i aktivacija Akt i ERK1/2 kinaza nakon 

tretmana adiponektinom, preko smanjenja procesa apoptoze povećava vijabilnost 

ostrvaca i β-ćelija i pojačava ekspresiju gena za insulin i GSIS proces (Wijesekara i 

sar., 2010). Sa druge strane, smanjenje Akt Ser473 fosforilacije praćeno je padom 

aktivnosti signalnog puta insulina (Bozulic i Hemmings, 2009). U okviru ove 

doktorske disertacije je pokazano da se nivo p-Akt (Ser473) povećava nakon 

primene EK na β-ćelije tretirane STZ-om, što koreliše sa očuvanjem nivoa p-Akt i 

prisustvom insulina u ostrvcima dijabetičnih pacova nakon tretmana ekstraktom, 

ukazujući na potencijal EK da poboljša sekreciju insulina i aktivnost njegovog 

signalnog puta u očuvanim β-ćelijama. Brojni faktori rasta i hormoni podstiču 

proces replikacije u β-ćelijama glodara nakon aktivacije ERK1/2 kinaze (Stewart i 
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sar., 2015). Tako hormoni, kao što su prolaktin, insulin i trijodotironin postižu 

maksimalnu stimulaciju procesa replikacije u β-ćelijama tek nakon aktivacije 

ERK1/2 i PI3K/Akt/mTOR signalnih puteva (Amaral i sar., 2004; Beith i sar., 2008; 

Kim i sar., 2014). Prolazna aktivacija ERK kinaze ne dovodi do proliferacije β-ćelija 

što ukazuje da je za aktivaciju procesa replikacije β-ćelija neophodna neprekidna 

aktivacija ERK (Lingohr i sar., 2002). U uslovima lipotoksičnosti ERK1/2 ispoljava 

antiapoptotski efekat i povećava preživljavanje β-ćelija (Panse i sar., 2015). Isti 

autori ukazuju da aktivnost ERK1/2 nije presudna za proces GSIS ali ne isključuju 

mogućnost da ERK1/2 ispoljava indirektne efekte na sekreciju insulina. Ovakav 

zaključak podržavaju studije koje su pokazale da u zavisnosti od prisustva glukoze 

ERK1/2 posreduje u regulaciji procesa transkripcije gena za insulin čime doprinosi 

produkciji insulina (Khoo i sar., 2003; Lawrence i sar., 2008). Imajući u vidu 

rezultate ovih istraživanja, rezultati prikazani u ovoj disertaciji upućuju na to da je 

povećanje vijabilnosti i funkcionalnosti β-ćelija kotretiranih STZ-om i EK delimično 

posledica i aktivacije ERK1/2 kinaze od strane ekstrakta. Aktivnost p38 kinaze 

zavisi kako od tipa ćelije tako i od tipa stresora koji je aktivira (Hou i sar., 2008). 

Tako na primer, blokiranje signalnog puta p38 kinaze sprečava proizvodnju 

proinflamatornih citokina u presađenim humanim ostrvacima i povećava njihovu 

funkcionalnost (Matsuda i sar., 2005). To se pak može objasniti supresijom p38 

puta u preostalim makrofagama koje produkuju citokine i endotelijalnim ćelijama 

koje eksprimiraju iNOS. Istraživanja su takođe pokazala da se p38 aktivira u 

uslovima oksidativnog stresa gde igra važnu ulogu u regulaciji procesa 

preživljavanja ćelija i apoptoze (Mendelson i sar., 1996). Hou i saradnici (2008) su 

pokazali da aktivacija p38 kinaze upotrebom rekombinantnog adenovirusa 

sprečava umiranje MIN6 β-ćelija izazvano primenom ROS-ova, dok blokiranje 

aktivnosti p38 specifičnim inhibitorima povećava smrtnost ćelija. Shodno tome, 

pojačana fosforilacija p38 kinaze pod dejstvom EK može doprineti povećanom 

preživljavanju β-ćelija. Rezultati prikazani u ovoj tezi jasno ukazuju da u uslovima 

oksidativnog stresa ekstrakt kičice, preko aktivacije  kt, ERK1/2 i p38 kinaza, 

podstiče procese proliferacije i preživljavanja β-ćelija čime doprinosi kako 

očuvanju mase β-ćelija tako i poboljšanju ekpresije, sekrecije i delovanja insulina. 
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Pokazano je da EK povećava nivo insulina u serumu dijabetičnih pacova, 

kao i ekspresiju i sekreciju insulina u Rin-5F ćelijama tretiranim STZ-om. Ovakav 

rezultat bi se delimično mogao pripisati uticaju ekstrakta na prolazno povećanje 

prisustva MafA i na ublažavanje pada nivoa PDX-1 u jedrima Rin-5F ćelija u 

uslovima oksidativnog stresa izazvanog primenom STZ-a. PDX-1 i MafA su 

regulatorni proteini prisutni u β-ćelijama pankreasa i imaju ključnu ulogu u 

regulaciji ekspresije gena za insulin (Zhao i sar., 2005). Pored toga što reguliše 

ekspresiju gena za insulin, Maf  je uključen i u regulaciju njegove sekrecije (Wang i 

sar., 2007). PDX-1 i Maf  ostvaruju svoju aktivnost unutar jedra gde obezbeđuju 

transkripcionu regulaciju ciljnih gena, i smatra se da njihovo nagomilavanje u 

citoplazmi odražava inhibiciju njihove aktivnosti (Fujimoto i Polonsky, 2009; 

Harmon i sar., 2009). Funkcionalni značaj PDX-1 proteina za β-ćelije pankreasa 

ogleda se u činjenici da delimični nedostatak ovog regulatora dovodi do razaranja i 

nefunkcionalnosti β-ćelija i razvoja dijabetesa kod glodara i ljudi. Pored toga, 

razvoj hiperglikemije kod ZDF (eng. Zucker diabetic fatty) pacova praćen je 

gubitkom ekspresije PDX-1 i insulina u β-ćelijama (Harmon i sar., 1999). Još uvek 

nije u potpunosti razjašnjeno na koji način PDX-1 reguliše preživljavanje i 

funkcionisanje β-ćelija, mada je pokazano da PDX-1 posreduje u antiapoptotskom 

efektu insulina. Naime, pokazano je da primena insulina u fiziološkim 

koncentracijama povećava nivo PDX-1 u jedru čime štiti humana i mišija ostrvca od 

apoptoze izazvane uklanjanjem seruma i ukazuju na mogućnost upotrebe 

dobijenih rezultata za razvoj novih pristupa za povećanje preživljavanja β-ćelija 

(Johnson i sar., 2006). Takođe, za buduća istraživanja koja bi za cilj imala razvoj 

novih agenasa za sprečavanje i lečenje dijabetesa treba uzeti u obzir i potencijalnu 

ulogu PDX-1 u neapoptotskom procesu umiranja β-ćelija (razmatrano u Fujimoto i 

Polonsky, 2009). Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije su u 

saglasnosti sa istraživanjem u kome je pokazano da hronično izlaganje povećanoj 

koncentraciji glukoze smanjuje nivo PDX-1 u jedru u HIT-T15 β-ćelijama što za 

posledicu ima smanjenu ekspresiju gena za insulin (Olson i sar., 1995). Tretman 

istih HIT-T15 ćelija antioksidansom N-acetilcisteinom u istim uslovima sprečava 

gubitak sposobnosti vezivanja PDX-1 za promotorsku sekvencu gena za insulin 

čime povećava aktivnost promotora i količinu produkovanog insulina (Tanaka i 



151 
 

sar., 1999). Tretman βTC-3 ćelija H2O2 smanjuje sposobnost vezivanja PDX-1 za 

promotore ciljnih gena dok se ta sposobnost drugih transkripcionih regulatora 

ključnih za razvoj β-ćelija ne menja (Guo i sar., 2013). Isti autori su pokazali da se 

jedarni nivo Maf  značajno smanjuje nakon tretmana βTC-3 ćelija H2O2, kao i 

nakon razvoja hiperglikemije kod db/db miševa. HIT-T15 β-ćelije gajene u 

uslovima hroničnog gluko-oksidativnog stresa imaju smanjenu jedarnu količinu 

Maf , dok tretman ćelija N-acetilcisteinom u istim uslovima sprečava gubitak Maf  

i povećava njegovu aktivnost na promotoru gena za insulin (Harmon i sar., 2005). 

Nasuprot tome, u okviru ove disertacije je pokazano da oksidativni stres izazvan 

primenom STZ-a uzrokuje prolazno povećanje jedarnog nivoa Maf  koji se 

dodatno povećao sa primenom EK. Ovakva razlika u prisustvu Maf  u jedrima 

β-ćelija u ovoj i prethodnim studijama može se pripisati različitim mehanizmima 

koje pokreću primenjeni prooksidansi i/ili specifičnom ćelijskom odgovoru 

različitih ćelijskih linija korišćenih u istraživanju. Pored toga, eksperimenti u 

okviru ove disertacije su rađeni u ranijim pasažima ćelija, a moguće je da 

oksidativni stres tek kasnije dovodi do narušavanja stabilnosti Maf  proteina. U 

prilog ovoj tvrdnji ide uočena smanjena količina Maf  proteina u jedrima HIT-T15 

β-ćelija u glukotoksičnim uslovima u kasnijim pasažima (p123-128) u odnosu na 

ranije pasaže (p71-75) (Harmon i sar., 2005), što ukazuje na to da je krajnji efekat 

oksidativnog stresa na količinu Maf  proteina vremenski zavisan. Na osnovu 

literaturnih podataka i rezultata prikazanih u ovoj tezi može se zaključiti da je 

dejstvo EK na nivo MafA i PDX-1 proteina u jedru mogao uticati na detektovano 

povećanje ekspresije gena za insulin i povećano preživljavanja β-ćelija u uslovima 

oksidativnog stresa. Povećana ekspresija i sekrecija insulina bi, posledično, mogla 

da doprinese povećanom preživljavanju β-ćelija preko aktivnosti PDX-1. 

Povećana proizvodnja inflamatornih citokina i povećana količina 

oksidativnog stresa, zajedno sa drugim faktorima, doprinose procesu umiranja 

β-ćelija u uslovima hronične hiperglikemije. Istraživanja ukazuju da, pored 

apoptotskog umiranja ćelija, i gubitak identiteta zrelih β-ćelija uzrokuje smanjenje 

njihove mase u dijabetesu (Butler i sar., 2007; Cinti i sar., 2016; Guo i sar., 2013; 

Jonas i sar., 1999; Rahier i sar., 2008). Procesi dediferencijacije β-ćelija u 

progenitorske ćelije i transdiferencijacije u α-ćelije predstavljaju važne mehanizme 
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koji dovode do propadanja β-ćelija u dijabetesu (razmatrano u Remedi i Emfinger, 

2016). PDX-1 i Maf  su ključni transkripcioni regulatori razvoja i održavanja 

identiteta zrelih β-ćelija. Usled gubitka ekspresije PDX-1 i MafA u ostrvcima 

pankreasa gube se fenotipske karakteristike β-ćelija i smanjuje nivo insulina, što 

dovodi do dediferencijacije β-ćelija i povećane ekspresije gena koji se inače ne 

eksprimiraju u β-ćelijama (Ahlgren i sar., 1998; Cinti i sar., 2016; Guo i sar., 2013; 

Nishimura i sar., 2015). Tokom razvoja dijabetesa gubi se inhibitorni efekat 

insulina na sekreciju i dejstvo glukagona, što ukazuje na to da bi se, u odsustvu 

sekrecije insulina, hiperglikemija mogla korigovati narušavanjem signalnog puta 

glukagona. Smatra se da bi pravovremeno i intenzivno ublažavanje uticaja 

glukotoksičnosti na disfunkciju β-ćelija u dijabetesu moglo doprineti očuvanju 

endogenih β-ćelija (Remedi i Emfinger, 2016). Prikazani rezultati idu u prilog tome 

da se EK u celini, ili neke njegove komponente mogu koristiti u cilju ublažavanja 

razarajućeg efekta glukotoksičnosti, a time doprineti očuvanju funkcije β-ćelija u 

uslovima dijabetesa. 

Nedostatak funkcionalnih β-ćelija koji odlikuje oba preovlađujuća tipa 

dijabetesa podstiče razvoj novih terapeutskih pristupa koji bi mogli doprineti 

povećanju mase β-ćelija. Veliki doprinos u tom pravcu može dati bolje 

razumevanje faktora i signalnih puteva uključenih u preživljavanje i proliferaciju 

β-ćelija što bi otvorilo mogućnost za iznalaženje novih terapeutskih agenasa za 

delovanje na ciljne regulatorne procese. Rezultati ove doktorske disertacije 

ukazuju da EK poboljšava strukturne i funkcionalne karakteristike Langerhansovih 

ostrvaca uticajem na mehanizme endogene antioksidativne zaštite i pokretanjem 

signalnih puteva uključenih u preživljavanje i proliferaciju β-ćelija. Rasvetljavanje 

mehanizama kojim EK u celini ili pojedinačne komponente ekstrakta i njihovi 

metaboliti doprinose povećanom preživljavanju i poboljšanju antioksidativnog 

kapaciteta otvara mogućnosti za potencijalna terapijska delovanja koja bi za cilj 

imala povećanje mase β-ćelija i njihovu bolju funkcionalnost. 
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6. ZAKLJUČCI 

U skladu sa postavljenim ciljevima doktorske disertacije, prikazani rezultati 

upućuju na sledeće zaključke: 

1. Kvalitativna i kvantitativna analiza fitohemijskog sastava metanolnog 

ekstrakta nadzemnih delova kičice (Centaurium erythraea) (EK) pokazala je da 

najzastupljenije komponente ekstrakta čine sekoiridoidi (svercijamarin, sverozid, 

genciopikrin, loganin i sekologanin) i polifenoli (kvercetin, rutin, izokvercitrin, 

kempferol, astragalin, luteolin, apigenin, naringenin, dekusatin, eustomin, 

demetileustomin, metilbelidifolin, p-kumarna, sinapinska, kafeinska i ferulinska 

kiselina), koji ispoljavaju širok spektar biološke aktivnosti uključujući 

antioksidativno, antidijabetogeno, gastroprotektivno i hepatoprotektivno dejstvo; 

2. EK je ispoljio snažnu antioksidativnu aktivnost u in vitro uslovima: 

 sposobnost neutralizacije DPPH•, H2O2 i NO•, helacije Fe2+ kao i visok 

redukujući potencijal. 

 sposobnost EK da neutrališe H2O2 i NO• bila je efikasnija od 

odgovarajućih standardnih supstanci. 

 sposobnost redukcije Fe3+ do Fe2+ u kombinaciji sa sposobnošću 

helacije Fe2+ ukazuje na potencijal EK da spreči Fentonovu reakciju i 

formiranje slobodnih radikala (OH- i HO•). 

 antioksidativna aktivnost EK može se pripisati polifenolnim 

jedinjenjima imajući u vidu detektovanu korelaciju između in vitro 

antioksidativne aktivnosti EK i ukupne količine polifenola, odnosno 

fenola i flavonoida; 

3. EK je ispoljio antidijabetogeni efekat kod pretretiranih i posttretiranih 

dijabetičnih životinja: 

 ublažavanjem gubitka telesne mase, smanjenjem nivoa glukoze i 

GlyHb i povećanjem nivoa insulina u cirkulaciji kod obe grupe 

dijabetičnih pacova što je bilo udruženo sa poboljšanjem lipidnog 
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statusa - smanjenjem nivoa TG kod obe grupe dijabetičnih životinja i 

nivoa LDL holesterola kod pretretirane grupe. 

 Izraženiji pozitivan efekat EK na regulaciju nivoa glukoze, insulina i 

LDL holesterola kod pretretirane grupe dijabetičnih životinja 

ukazuje da bi tretman EK nakon razvoja dijabetesa bio efikasniji 

ukoliko bi se ekstrakt koristio kao dodatak ishrani preventivno, pre 

razvoja bolesti.  

 

4. EK je ispoljio antioksidativni efekat kod pretretiranih i posttretiranih 

dijabetičnih životinja što se može pripisati njegovom hipoglikemijskom 

dejstvu, sposobnosti stimulisanja aktivnosti endogenog sistema 

antioksidativne zaštite kao i efektu neutralizacije slobodnih radikala, 

uzimajući u obzir detektovano: 

 smanjenje nivoa sistemskog oksidativnog stresa, odnosno redukciju 

gliko-oksidativnih oštećenja lipida i proteina, povećanje odnosa 

GSH/GSSG, povećanje aktivnosti C T, CuZnSOD i GR enzima u 

eritrocitima kao i smanjenje stepena glikacije serumskih proteina i 

glikozilacije proteina u eritrocitima dijabetičnih pacova.  

 smanjenje oksidativnih oštećenja DNK, lipida i proteina, povećanje 

odnosa GSH/GSSG u jetri i bubregu, odnosno povećanje aktivnosti 

C T, MnSOD i CuZnSOD u bubregu i poboljšanje aktivnosti GR, GPx, 

MnSOD i CAT enzima u jetri dijabetičnih životinja. 

5. Pre- i post-tretman dijabetičnih životinja EK doprineo je smanjenju 

nivoa α2M u serumu i povećanju aktivnosti  kt kinaze u eritrocitima, 

sugerišući da primena EK može smanjiti agregaciju i povećati 

deformabilitet eritrocita, odnosno smanjiti viskoznost krvi i time 

doprineti poboljšanju mikrocirkulacije u dijabetesu što može smanjiti 

rizik za razvoj pratećih komplikacija uključujući hepatopatiju i 

nefropatiju. U skladu sa tim, pokazatelji funkcionisanja jetre (ALT, AST) i 

bubrega (BUN i kreatinin) bili su poboljšani nakon tretmana dijabetičnih 

životinja ekstraktom.  
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6. Povećanje nivoa insulina i bolja kontrola glikemije dijabetičnih pacova 

nakon tretmana EK može se pripisati očuvanju strukture i funkcije 

Langerhansovih ostrvaca. 

 EK je doprineo očuvanju morfologije ostrvaca (prisustvo i raspodela 

β-, α- i δ-ćelija u ostrvcima) i povećanju mase β-ćelija. 

 Za razliku od odsustva aktivne forme Akt kinaze (p-Akt) i GLUT-2 

transportera u ostrvcima dijabetičnih životinja, nakon primene EK 

detektovano je prisustvo GLUT-2, dok je prisustvo p-Akt u ostrvcima 

bilo na nivou kontrole. 

 Pozitivan efekat EK na prisustvo insulina i GLUT-2 u ostrvcima bio je 

izraženiji kod pretretirane grupe dijabetičnih životinja ukazujući da 

umanjenje štetnih posledica dijabetesa može biti efikasnije ukoliko 

se EK konzumira preventivno, i pre razvijanja dijabetesa. 

7. Primena EK poboljšava preživljavanje i funkcionalnost (produkciju 

insulina) β-ćelija u uslovima oksidativnog stresa delovanjem na različite 

nivoe regulatornih mehanizama: 

 protektivnim efektom EK na oksidativna oštećenja DNK, lipida i 

proteina kao i povećanjem odnosa GSH/GSSG. 

 modulisanjem aktivnosti i ekspresije enzima antioksidativne zaštite 

(CAT, MnSOD, CuZnSOD, GPx, GR)  

 uravnotežavanjem prisustva i aktivnosti redoks-senzitivnih 

transkripcionih regulatora NFκB, Nrf-2, Sp1, FOXO3  uključenih u 

regulaciju transkripcije gena za enzime antioksidativne zaštite. 

 aktivacijom  kt, ERK1/2 i p38 kinaza EK podstiče procese 

proliferacije i preživljavanja β-ćelija čime doprinosi očuvanju mase 

β-ćelija i poboljšanju ekspresije i sekrecije insulina. 
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 prolaznim povećanjem prisustva Maf  i ublažavanjem pada nivoa 

PDX-1 u jedrima β-ćelija EK može dodatno uticati na detektovano 

povećanje ekspresije gena za insulina i povećano preživljavanje 

β-ćelija.  

8. Opisani efekti EK na ostrvca pankreasa i β-c elije ukazuju na znac aj 

daljeg razjašnjavanja mehanizama antioksidativnog i protektivnog 

dejstva EK i njegovih komponenti u cilju potencijalnog terapijskog 

delovanja u dijabetesu. 
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