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СКРАЋЕНИЦЕ  

1O2    синглет кисеоник 
ADP    аденозин дифосфат 
AGEs напредна гликација крајњих продуката (енг. Advanced glycation end 

products) 
Alb   албумин 
ALP   алкална фосфатаза 
ALT   аланин аминотрансфераза 
АО    оксидаза амина 
AOS    систем антиоксидативне заштите (енг. Аntioxidant defence system) 
AP-1    активатор протеин 1 
АѕА-    аскорбил радикал 
AST   аспартат аминотрансфераза 
Аtox1 (HAH1) траспортер бакра (енг. Аntioxidant 1 copper chaperone) 
ATP-аза  аденозин трифосфатаза 
ATP7А, ATP7B ATP-азе одговорне за транспорт бакра 
bFGF   фактор раста фибробласта (енг. Basic fibroblast growth factor) 
Ca    калцијум 
CAT    каталаза 
CCS   транспортер бакра за SOD (енг. Copper chaperone for SOD) 
CDNB   1-хлоро-2,4-динитробензен 
Chol   укупни холестерол 
-COOH   карбоксилна група  
COX    цитохром c-оксидаза 
Cox17   транспортер бакра (енг. Copper chaperone for cytochrome c-oxidase) 
СР    церулоплазмин 
CTR1    трансмембрански транспортер за бакар (енг. Copper transporter) 
Cu    бакар 
CuCl2•2H2O   бакар хлорид дихидрат 
Cu(II)-HSA-Hys бакар-албумин-хистидински комплекс 
CuSO4   бакар сулфат 
CuZn SOD   бакар цинк садржавајућа супероксид-дисмутаза 
DаsA   дехидро-L-аскорбинска киселина 
DBH    допамин β-хидроксилаза 
DMT1   транспортер бакра (енг. Divalent metal transporter 1) 
ДНК    дезоксирибонуклеинска киселина 
DNPH   2,4-динитро-фенилхидразин 
DPA   D-пенициламин  
DTNB    5,5’-дитиобис(2-нитробензоична киселина) 
ЕC   епикатехин (енг. (-)-Epicatechin) 
EC SOD   екстрацелуларна супероксид-дисмутаза 
EDTA    етилендиамин тетраацетат 
FAD    флавин аденин динуклеотид  
Fe    гвожђе 
GGT   гама-глутамил транспептидаза 
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G-6-P    глукозо-6-фосфат 
G6PDH   глукозо-6-фосфат дехидрогеназа 
GBА3   цитосолна β-глукозидаза 
Glu   глукоза 
GR    глутатион-редуктаза 
Gra   гранулоцити 
GS    глутатион-синтетаза 
GSH    редуковани глутатион 
GSH-Px   глутатион-пероксидаза 
GSH RI  глутатион редокс индекс 
G-SR    коњугат електрофилног супстрата и глутатиона 
GSSG    оксидовани глутатион 
GST    глутатион-S-трансфераза 
H2O    вода 
H2O2    водоник пероксид 
HO2

•    хидропероксил радикал 
Hb   хемоглобин 
HCl    хлороводонична киселина 
Hct   хематокрит 
HRPO   пероксидаза рена (енг. Horseradish Peroxidase) 
HSA    хумани серум албумин 
IgM   имуноглобулин М 
IL-1   интерлеукин-1 
K    калијум 
KCN    калијум цијанид 
L•    липидни радикал 
LD50    средња летална доза 50 % 
LDH   лактат дехидрогеназа 
LH    незасићена масна киселина 
LO•    липидни алкоксил радикал 
LOH    липидни алдехид 
LOO•    липидни пероксил радикал 
LOOH   липидни хидропероксид 
LOX    лизил оксидаза 
LPH   лактаза-флоризин хидролаза 
LPO   липидни пероксиди 
Lym   лимфоцити 
МАО   моноамино-оксидаза 
MCH просечна количина хемоглобина по еритроциту (енг. Mean Cell 

Hemoglobin) 
MCHC просечна концентрација хемоглобина у еритроцитима (енг. Mean Cell 

Hemoglobin Concentration) 
MCT   мембрански транспортер монокарбоксилата 
MCV   просечни волумен еритроцита (енг. Mean Cell Volume) 
MDA    малондиалдехид 
Mg    магнезијум 
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Mn    манган 
Mn SOD   манган садржавајућа супероксид-дисмутаза 
Mon   моноцити 
MPV   просечни волумен тромбоцита (енг. Mean Platelet Volume) 
МТ    металотионеини 
Na    натријум 
Na2CO3   натријум карбонат 
NADH   редуковани никотинамид аденин динуклеотид  
NADP+   оксидовани никотинамид аденин динуклеотид фосфат 
NADPH   редуковани никотинамид аденин динуклеотид фосфат 
NaH2PO4   натријум дихидроген фосфат 
NaHCO3   натријум бикарбонат 
NaN3    натријум азид 
NaOH    натријум хидроксид 
NBT    нитроблу-тетразолијум 
NED   N-(1-нафтил)етилендиамин дихидрохлорид 
NF-κB   нуклеарни фактор kappa B 
-NH2    амино група 
NO    азот оксид 
NO•    азот оксид радикал 
NO+    нитрозил катјон 
NO-    нитроксил анјон 
N2O   азот субоксид 
NO2

-    нитрит јон 
NOAEL   доза без штетних ефеката (енг. No observed adverse effect level) 
non-CP-bound-Cu бакар невезан за церулоплазмин 
non-Se GSH-Px  селен независна глутатион-пероксидаза 
NOS   азот оксид синтетаза 
O2    молекуларни кисеоник 
O2

•-    супероксид анјон радикал 
O3    озон 
-OH    хидроксилна група 
OH-    хидроксилни јон 
OH·    хидроксил радикал 
ONOO-   пероксинитрит 
PCA   перхлорна киселина 
Pct   тромбокрит  
PDW ширина дистрибуције тромбоцита по волумену (енг. Platelet 

Distribution Width) 
PGE2    простагландин Е2  
PH GSH-Px   фосфолипид хидропероксид глутатион-пероксидаза 
Phos   укупни фосфати 
Plt   тромбоцити (енг. Platelet) 
PRS   раствор фенол црвено (енг. Phenol red solution) 
PUFA   полинезасићене масне киселине (енг. Polyunsaturated fatty acids) 
QЕ   кверцетин (енг. Quercetin) 
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R•    органски радикал 
RBC   еритроцити (енг. Red blood cells) 
RDW ширина дистрибуције еритроцита по волумену (енг. Red Cell 

Distribution Width) 
RNS    реактивне врсте азота (енг. Reactive nitrogen species) 
RO•    алкоксил радикал 
RO2

•    пероксил радикал 
ROH    алкохол 
ROOH   органски пероксид  
ROS    реактивне врсте кисеоника (енг. Reactive oxygen species) 
R-SSG   протеин-глутатион мешани дисулфид 
R-X   електрофилни супстрат 
Sco1/2  транспортер бакра за COX (енг. Cytochrome c oxidase assembly protein)  
SDS   натријум додецил сулфат (енг. Sodium dodecyl sulphate) 
Se    селен 
Se GSH-Px   селен зависна глутатион-пероксидаза 
SGLT-1  натријум зависни глукозни мембрански транспортер 
SH    сулфхидрилна (тиолна) група 
SOD    супероксид-дисмутаза 
TBA   тиобарбитурна киселина 
TCA   трихлорсирћетна киселина 
TNF-α   фактор α туморске некрозе (енг. Tumour necrosis factor alpha)  
TP   укупни протеини 
ТТ   телесна тежина  
Ук SOD   укупна супероксид-дисмутаза 
Vit C   аскорбинска киселина 
WBC   леукоцити (енг. White blood cells) 
WD   Вилсонова болест 
WHO    Светска здравствена организација 
Zn    цинк 
γ-GCS    γ-глутамилцистеин-синтетаза 
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ЕФЕКТИ КВЕРЦЕТИНА И ЕПИКАТЕХИНА НА ОКСИДАТИВНО-
АНТИОКСИДАТИВНИ СТАТУС ПАЦОВА ТРЕТИРАНИХ БАКАР(II)-ЈОНОМ 

Бакар као есенцијални микроелемент има важну улогу у биолошким системима 
међутим, повећане концентрације могу да изазову токсичне ефекте. Као прелазни метал, 
бакар може да стимулише продукцију реактивних врста кисеоника преко Fenton-ове и 
Haber-Weiss-ове реакције и доведе до оксидативних оштећења биомолекула у ткивима, 
пре свега у јетри која учествује у његовом метаболизму.  

Флавоноиди су природна биљна полифенолна једињења која показују широк 
спектар биолошке активности. Антиоксидативна својства могу да испоље различитим 
механизмима, у директној реакцији са реактивним врстама или хелацијом јона прелазних 
метала, који би у даљим реакцијама произвели реактивне врсте. 

Циљ истраживања ове докторске дисертације је испитивање ефеката субхроничне 
интоксикације бакром на хематолошко-биохемијске параметре у крви, оксидативни 
метаболизам еритроцита и параметре оксидативног стреса у јетри пацова. Такође, циљ је и 
испитивање протективног капацитета и синергистичког деловања флавоноида кверцетина 
(QЕ) и епикатехина (ЕC), као чистих супстанци, у условима оксидативног стреса. 
Упоређивани су и ефекти примењених флавоноида и комерцијалног лека D-пенициламина 
(DPA), тиолног једињења које се користи за третман обољења чији је узрок повећано 
акумулирање бакра у ткивима (Вилсонова болест). 

Студија је изведена на мужјацима пацова соја Wistar albino, 8 недеља старости на 
почетку експеримента, насумично подељених у 5 група по 7 животиња: (1) контролна (0.3 
ml физиолошког раствора, i.p.); (2) третирана бакром (CuCl2·2H2O у концентрацији од 560 
mg/L) преко воде за пиће у трајању од 5 недеља; (3) третирана бакром (на начин описан 
претходно) и DPA (50 mg/kg TT, у 0.3 ml редестиловане воде, i.p.) сваког другог дана 
током последње 2 недеље експеримента (укупно 5 инјекција); (4) третирана бакром (на 
начин описан претходно), а затим флавоноидима QЕ и ЕC (40 mg QE/kg ТT + 40 mg EC/kg 
TT, у 0.3 ml редестиловане воде, i.p.) сваког трећег дана током последње 3 недеље 
експеримента (укупно 7 инјекција); (5) третирана флавоноидима QЕ и ЕC (на начин 
описан претходно). У пуној крви одређивани су хематолошки параметри: број еритроцита 
(RBC), концентрација хемоглобина (Hb), хематокрит (Hct), број леукоцита (WBC), број 
тромбоцита (Plt), хематолошки индекси, и биохемијски параметри: концентрације 
електролита (K, Na, Ca, Fe, фосфата), концентрације укупних протеина, албумина, глукозе 
и укупног холестерола, активности ензима аспартат аминотрансферазе (AST), аланин 
аминотрансферазе (ALT), алкалне фосфатазе (ALP), гама-глутамил транспептидазе (GGT) 
и лактат дехидрогеназе (LDH). У лизату еритроцита, применом стандардних аналитичких 
метода, одређивани су маркери оксидативног стреса: концентрације липидних пероксида 
(LPO), концентрације реактивних врста кисеоника и азота (супероксид анјон радикала 
(O2

•-), водоник пероксида (H2O2) и нитрита (NO2
-)), концентрације редукованог (GSH) и 
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оксидованог глутатиона (GSSG) и активности ензима супероксид-дисмузе (SOD), каталазе 
(CAT), глутатион-пероксидазе (GSH-Px), глутатион-редуктазе (GR), глутатион-S-
трансферазе (GST). У изолованом ткиву јетре, након хомогенизације, применом 
стандардних аналитичких метода такође је одређен редокс статус (концентрације LPO, 
неензимских антиоксиданата GSH, GSSG и Vit C, и активности ензима АОS: укупне SOD, 
CuZn SOD, Mn SOD, CAT, GSH-Px, GR и GST). Концентрације бакра и церулоплазмина 
одређене су у плазми и супернатанту ткива јетре.  

Резултати истраживања показују да бакар у субхроничном третману испољава 
директан прооксидативни ефекат на еритроците и ткиво јетре пацова и показује значајне 
токсичне ефекте на хематолошко-биохемијске процесе у крви. Субхронична 
интоксикација бакром доводи до повећања LPO у еритроцитима и ткиву јетре, узрокује 
хемолизу еритроцита и анемију, пораст укупног холестерола, поремећај хомеостазе 
електролита. Након субхроничне интоксикације бакром повишене су активности ензима 
AST, ALT, ALP, GGT и LDH, маркера цитотоксичности јетре у серуму. Оксидативним 
оштећењима еритроцита и ткива јетре доприноси повећана продукција O2

•- и H2O2 и 
смањење неензимских антиоксиданата, ћелијског пула GSH и Vit C. Промене у 
активностима ензима АОS после субхроничне интоксикације бакром такође указују на 
појаву оксидативног стреса у еритроцитима и ткиву јетре.  

Флавоноиди QЕ и EC показују антиоксидативну способност и умањују 
оксидативни стрес настао након субхроничног излагања бакру. QЕ и EC стабилизују 
мембране, блокирају липидну пероксидацију и тиме играју улогу у ублажавању 
манифестација токсичности у еритроцитима и ткиву јетре. Значајно повећавају 
концентрације неензимских антиоксиданата GSH и Vit C у ћелијама, индукују синтезу 
ензима АОS, чиме доприносе повећању антиоксидативног капацитета ћелија. 
Синергистичко деловање флавоноида QЕ и EC, као и цитопротективна улога коју 
показују, може се приписати њиховој способности да хелирају метале и/или уклањају О2

•- 

и Н2О2.  
Резултати такође показују да су QЕ и EC ефективнији у антиоксидативном 

деловању у поређењу са DPA, који поред ефикасности у хелирању метала испољава и 
прооксидативне ефекте повећањем липидне пероксидације у еритроцитима и ткиву јетре.  

Ово истраживање представља допринос комплетирању научних сазнања о 
токсичним ефектима бакра, као и комплексности протективног деловања флавоноида 
кверцетина и епикатехина на оксидативно-антиоксидативни статус еритроцита и ћелија 
ткива јетре. Због широког спектра биохемијских и фармаколошких дејстава, посебно 
треба истакнути значај испитиваних флавоноида у здравој исхрани, као и у превенцији и 
терапији многих обољења. 
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EFFECTS OF QUERCETIN AND EPICATECHIN ON OXIDATIVE-
ANTIOXIDATIVE STATUS OF RATS TREATED WITH COPPER(II)- IONS 

Copper is an essential trace element that plays an important role in biological systems, 
however, the increased concentration may cause toxic effects. As the transition metal, copper 
may stimulate the production of reactive oxygen species by Fenton's and Haber-Weiss reaction 
and lead to oxidative damage of biomolecules in the tissues, especially in the liver, which 
participates in its metabolism. 

Flavonoids are a natural plant polyphenol compounds which exhibit a wide spectrum of 
biological activity. They may exert antioxidant properties through different mechanisms, in a 
direct reaction with a reactive species, or by chelating transition metal ions, which in a further 
reaction may produce reactive species. 

The effects of subchronic copper intoxication on haematological and biochemical 
parameters in blood, oxidative metabolism of erythrocytes and oxidative stress parameters in rat 
liver are objectives of this dissertation research. The aim is also to examine the protective 
capacity and synergistic effects of flavonoids quercetin (QE) and epicatechin (EC), as a pure 
substances, under oxidative stress conditions. We also compared the effects of these flavonoids 
and a commercial drug D-penicillamine (DPA), a thiol compound used for the treatment of 
diseases caused by an increased accumulation of copper in the tissues (Wilson's disease). 

The study was performed on male Wistar albino rats, 8 weeks old at the beginning of the 
experiment, randomly divided into 5 groups of 7 animals: (1) control (0.3 ml of saline, i.p.); (2)  
copper-treated (CuCl2·2H2O at a concentration of 560 mg/L) through drinking water for 5 weeks; 
(3) treated with copper (as described previously), and DPA (50 mg/kg body weight in 0.3 ml of 
re-distilled water, i.p.) every other day during the last 2 week of the experiment (total number of 
injections were 5); (4) treated with copper (as described above), and flavonoids QE and EC (40 
mg QE/kg body weight + 40 mg EC/kg body weight, in 0.3 ml of re-distilled water, i.p.) every 
third day during the last 3 weeks of the experiment (total number of injections were 7); and (5) 
treated with flavonoids QE and EC (as described previously). Hematological parameters: 
erythrocyte count (RBC), hemoglobin concentration (Hb), hematocrit (Hct), leukocyte count 
(WBC), platelet count (Plt), hematological indices, and biochemical parameters: concentration of 
electrolytes (K, Na, Ca, Fe, phosphate), total protein, albumin, glucose, and total cholesterol, the 
activities of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline 
phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and lactate dehydrogenase (LDH) 
were measured in the whole blood. Markers of oxidative stress: lipid peroxidation (LPO), the 
concentration of reactive oxygen and nitrogen species (superoxide anion radicals (O2

•-), 
hydrogen peroxide (H2O2) and nitrite (NO2

-)), reduced (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) 
concentrations, and activities of superoxide-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 
peroxidase (GSH-Px), glutathione reductase (GR), and glutathione-S-transferase (GST) were 
determined in the erythrocyte lysate using standard analytical methods. In isolated liver tissue 
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after homogenization, the redox status (LPO concentration, GSH, GSSG and Vit C 
concentration, and the activities of AOS enzymes: total SOD, CuZn SOD, Mn SOD, CAT, GSH-
Px, GR, and GST) was also determined using standard analytical methods. The concentrations of 
copper and ceruloplasmin were determined in the plasma and in the liver tissue supernatant. 

The results show that copper in subchronic treatment exerts a direct pro-oxidative effect 
on erythrocytes and liver tissue of rats and significant toxic effects on haematological and 
biochemical processes in the blood. Subchronic intoxication with copper leads to an increase in 
LPO in liver tissue and in erythrocytes, causes haemolysis and anemia, increase in total 
cholesterol, electrolyte homeostasis disbalance. After subchronic copper intoxication activities of 
cytotoxicity liver markers AST, ALT, ALP, GGT, and LDH, in the serum were elevated. 
Increased production of O2

•- and H2O2 and the reduction of non-enzymatic antioxidants, GSH 
and Vit C, contribute to oxidative damage in red blood cells and liver tissue. Changes in the 
activities of the AOS enzymes after subchronic intoxication with copper also indicated the 
occurrence of oxidative stress in erythrocytes and liver tissue. 

Flavonoids QE and EC exhibit antioxidant capacity and reduce oxidative stress occurring 
after subchronic copper exposure. QE and EC stabilize the membrane, blocking the lipid 
peroxidation, and thereby play a role in mitigating the manifestation of toxicity in the 
erythrocytes and liver tissue. They significantly increase the concentration of non-enzymatic 
antioxidants GSH and Vit C in cells, induce synthesis of the AOS enzymes, thus contributing to 
increase the cells antioxidant capacity. The synergistic action of the flavonoids QE and EC, and a 
cytoprotective role which they exert, can be attributed to their ability to chelate metal ions and/or 
remove O2

•- and H2O2. 
The results also show that QE and EC were more effective in antioxidant activity when 

compared with the DPA, which in addition to the efficiency of chelating metal ions exerts 
prooxidant effects, by increasing lipid peroxidation in erythrocytes and liver tissue.  

This research is a contribution to the scientific knowledge of the toxic effects of copper, 
as well as the complexity of the protective effect of flavonoids quercetin and epicatechin in the 
oxidative-antioxidant status of red blood cells and liver tissue cells. Considering their wide range 
of biochemical and pharmacological effects, we should point out to the importance of the 
flavonoids in a healthy diet, as well as in the prevention and treatment of many diseases. 

 

 



Садржај 

 

 

1. УВОД........................................................................................................................................ 1 
1.1. БАКАР................................................................................................................................... 2 

1.1.1. РАСПРОСТРАЊЕНОСТ........................................................................................... 2 
1.1.2. ФИЗИОЛОШКИ ЗНАЧАЈ БАКРА........................................................................... 2 
1.1.3. МЕТАБОЛИЗАМ БАКРА......................................................................................... 5 
1.1.4. ИЗЛОЖЕНОСТ БАКРУ У ЖИВОТНОЈ СРЕДИНИ.............................................. 9 

1.2. D-ПЕНИЦИЛАМИН........................................................................................................... 11 
1.3. РЕАКТИВНЕ ВРСТЕ КИСЕОНИКА И АЗОТА.............................................................. 12 

1.3.1. СУПЕРОКСИД АНЈОН РАДИКАЛ (О2
•-).............................................................. 14 

1.3.2. ВОДОНИК ПЕРОКСИД (H2O2).............................................................................. 15 
1.3.3. ХИДРОКСИЛ РАДИКАЛ (•OH)............................................................................. 16 
1.3.4. АЗОТ ОКСИД (NO).................................................................................................. 17 
1.3.5. ПЕРОКСИНИТРИТИ (ONOO-)............................................................................... 18 
1.3.6. БИОЛОШКИ ЕФЕКТИ РЕАКТИВНИХ ВРСТА.................................................. 19 
1.3.6.1. Оксидативна оштећења биомолекула.................................................................. 20 

1.4. СИСТЕМ ЗАШТИТЕ ОД ОКСИДАТИВНИХ ОШТЕЋЕЊА......................................... 22 
1.4.1. НЕЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ СИСТЕМА АНТИОКСИДАТИВНЕ 
ЗАШТИТЕ........................................................................................................................... 23 
1.4.1.1. Глутатион (GSH).................................................................................................... 23 
1.4.1.2. Аскорбинска киселина (Vit C).............................................................................. 25 
1.4.1.3. Церулоплазмин (СР).............................................................................................. 26 
1.4.2. ЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ СИСТЕМА АНТИОКСИДАТИВНЕ ЗАШТИТЕ27 
1.4.2.1. Супероксид-дисмутаза (SOD)............................................................................... 27 
1.4.2.2. Каталаза (CAT)....................................................................................................... 28 
1.4.2.3. Глутатион-пероксидаза (GSH-Px)........................................................................ 28 
1.4.2.4. Глутатион-редуктаза (GR)..................................................................................... 29 
1.4.2.5. Глутатион-S-трансфераза (GST)........................................................................... 30 

1.5. ФЛАВОНОИДИ................................................................................................................... 32 
1.5.1. КВЕРЦЕТИН............................................................................................................. 34 
1.5.2. ЕПИКАТЕХИН......................................................................................................... 35 
1.5.3. МЕТАБОЛИЗАМ ФЛАВОНОИДА........................................................................ 36 
1.5.4. БИОЛОШКА АКТИВНОСТ ФЛАВОНОИДА...................................................... 41 

2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА............................................................................................. 43 
3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ.................................................................................................. 46 
3.1. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНЕ ЖИВОТИЊЕ.............................................................................. 47 
3.2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ТРЕТМАН.................................................................................. 47 
3.3. ЖРТВОВАЊЕ ЖИВОТИЊА И ПРИПРЕМА УЗОРАКА............................................... 48 
3.4. АНАЛИТИЧКЕ МЕТОДЕ.................................................................................................. 49 

3.4.1. ХЕМАТОЛОШКЕ АНАЛИЗЕ................................................................................. 49 
3.4.2. БИОХЕМИЈСКЕ АНАЛИЗЕ.................................................................................... 49 
3.4.3. АНАЛИЗЕ БИОМАРКЕРА ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА.................................... 50 
3.4.3.1. Одређивање концентрација ROS и RNS у лизату еритроцита........................ 50 
3.4.3.1.1. Одређивање концентрације супероксид анјон радикала (O2

•-)....................... 51 
3.4.3.1.2. Одређивање концентрације водоник пероксида (H2O2).................................. 51 



Садржај 

 

3.4.3.1.3. Одређивање концентрације нитрита (NO2
-)................................................... 52 

3.4.3.2. Одређивање концентрације липидних пероксида (LPO) у еритроцитима и 
ткивима................................................................................................................................ 53 
3.4.4. АНАЛИЗЕ НЕЕНЗИМСКИХ КОМПОНЕНТИ AOS............................................ 54 
3.4.4.1. Одређивање концентрације GSH.......................................................................... 55 
3.4.4.2. Одређивање концентрације GSSG....................................................................... 57 
3.4.4.3. Одређивање концентрације аскорбинске киселине (Vit C) у ткивима............. 57 
3.4.5. ОДРЕЂИВАЊЕ АКТИВНОСТИ ЕНЗИМА AOS.................................................. 59 
3.4.5.1. Одређивање концентрације хемоглобина (Hb) у еритроцитима....................... 60 
3.4.5.2. Одређивање концентрације протеина у ткивима................................................ 60 
3.4.5.3. Одређивање активности SOD............................................................................... 61 
3.4.5.4. Одређивање активности CAT............................................................................... 63 
3.4.5.5. Одређивање активности GSH-Px.......................................................................... 64 
3.4.5.6. Одређивање активности GR.................................................................................. 66 
3.4.5.7. Одређивање активности GST................................................................................ 67 
3.4.6. ОДРЕЂИВАЊЕ КОНЦЕНТРАЦИЈЕ БАКРА........................................................ 68 
3.4.7. ОДРЕЂИВАЊЕ КОНЦЕНТРАЦИЈЕ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА (CP)...................... 68 

3.5. СТАТИСТИЧКА ОБРАДА И ПРИКАЗ РЕЗУЛТАТА.................................................... 69 
4. РЕЗУЛТАТИ.......................................................................................................................... 70 
4.1. УНОС ВОДЕ И ТЕЛЕСНА ТЕЖИНА ЖИВОТИЊА...................................................... 71 
4.2. ПРОМЕНЕ ХЕМАТОЛОШКИХ ПАРАМЕТАРА........................................................... 73 
4.3. ПРОМЕНЕ У МЕТАБОЛИЗМУ ПРОТЕИНА, ГЛУКОЗЕ И ЛИПИДА........................ 81 
4.4. БИОМАРКЕРИ ОШТЕЋЕЊА ЈЕТРЕ............................................................................... 83 
4.5. ПРОМЕНЕ У ХОМЕОСТАЗИ ЕЛЕКТРОЛИТА.............................................................. 86 
4.6. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА.................................................................. 89 

4.6.1. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА У ЕРИТРОЦИТИМА.................. 89 
4.6.2. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА У ЈЕТРИ....................................... 92 

4.7. ЕФЕКТИ НА СИСТЕМ АНТИОКСИДАТИВНЕ ЗАШТИТЕ (AOS)............................. 94 
4.7.1. ЕФЕКТИ НА КОНЦЕНТРАЦИЈУ ГЛУТАТИОНА У ЕРИТРОЦИТИМА......... 94 
4.7.2. ЕФЕКТИ НА АКТИВНОСТИ ЕНЗИМА AOS У ЕРИТРОЦИТИМА................. 96 
4.7.3. ЕФЕКТИ НА НЕЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ AOS У ЈЕТРИ.......................... 100 
4.7.4. ЕФЕКТИ НА АКТИВНОСТ ЕНЗИМА AOS У ЈЕТРИ....................................... 104 

4.8. КОНЦЕНТРАЦИЈЕ БАКРА И ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА.................................................. 109 
5. ДИСКУСИЈА....................................................................................................................... 116 
6. ЗАКЉУЧЦИ........................................................................................................................ 151 
7. ЛИТЕРАТУРА..................................................................................................................... 156 

 



Увод 

 1 

1. УВОД 



Увод 

 2 

1.1. БАКАР 

1.1.1. РАСПРОСТРАЊЕНОСТ 

Бакар (Cu) је метал Iб групе периодног система. Заступљен је у Земљиној кори у 

количини од 55 ppm-а (енг. parts per milion) у виду минерала халкопирита, халкозина и 

других. Mасовно се употребљава за производњу електричних проводника, као и у 

електроници. У грађевинарству  се користи као кровни покривач и за израду олука и као 

материјал за облагање фасада. Налази се у саставу водоводних цеви и цеви централног 

грејања. Једињења бакра користе се у производњи азо боја, за гравирање, литографију, 

рафинерије нафте и пиротехнику. Користе се у изради посуђа, због своје дуготрајности, 

добре топлотне проводљивости, али и смањењу раста колиформних бактерија, чиме се 

умањује могућност тровања храном. Соли бакра користе се у пољопривреди као алгициди, 

пестициди и фунгициди, захваљујући биоцидном дејству. Додају се ђубривима за 

поспешивање раста биљака, а користе се и као адитиви у животињској храни, за раст и 

развој животиња (WHO, 2004).  

1.1.2. ФИЗИОЛОШКИ ЗНАЧАЈ БАКРА 

Биохемијска улога бакра је углавном каталитичка, јер је интегрални део 

металоензима који делују као оксидазе. Кофактор је ензима који учествују у оксидо-

редукционим процесима, међу којима су цитохром оксидаза, лизил оксидаза, допамин 

хидроксилаза, супероксид-дисмутаза, тирозиназа, оксидаза аскорбинске киселине и 

церулоплазмин (Goodman и сар., 2004; Ferenci, 2004; Kodama и Fujisawa, 2009).  

Као есенцијални микроелеменат учествује у бројним биолошким процесима 

неопходним за нормалан раст и развој организма. Остварује улоге у процесима 

оксидативне фосфорилације, еритропоезе, антиоксидативне заштите ћелија и утиче на 

метаболизам глукозе и холестерола. Потребан је за правилан развој нервног система, 

синтезу катехоламина и меланина, развој и одржавање крвних судова, синтезу колагена и 

еластина. 

Као интегрални део цитохром c-оксидазе (COX, EC 1.9.3.1), терминалног ензима 

респираторног електрон-транспортног ланца, има важну улогу у стварању енергије у 
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ћелији. Ензим COX неопходан је за синтезу фосфолипида ћелијске мембране и  

мијелинизацију аксона нервне ћелије, чиме се одржава интегритет нервног система.  

Хомеостаза бакра је блиско повезана са хомеостазом гвожђа. Церулоплазмин (СР) 

је гликопротеин који везује од 60 до 95 % укупног серумског бакра. Синтетише се у 

хепатоцитама и секретује као холопротеин са 6 атома бакра. СР (EC 1.16.3.1) је бакар 

зависна оксидаза која делује као фероксидаза односно, катализује оксидацију феро (Fe2+ , 

Fe(II)) у фери (Fe3+, Fe(III)) јон у еритропоези (Hellman и Gitlin, 2002; Patel и сар., 2002). 

Ферокинетичке студије показују критичну улогу СР у одређивању стопе ефлукса гвожђа 

из ретикулоендотелног система и других типова ћелија у којима се гвожђе складишти 

(Harris и сар., 1999).  

Недостатак бакра умањује ресорпцију гвожђа код животиња и људи (Reeves и 

DeMars, 2004; Chirulescu и сар., 1990). Такође, показано је да животиње са дефицитом 

бакра немају одговарајући ниво COX па је умањена синтеза хема (Cizewski Culotta и 

Gitlin, 2001). Дефицијенцију бакра карактерише анемија као последица поремећаја у 

метаболизму гвожђа и синтези хемоглобина.  

Бакар је важан у стварању имуног одговора на инфекције и неопходан за сазревање 

и функционисање Т-ћелија. У току запаљенског процеса или инфекције долази до 

мобилизације супероксид-дисмутазе и СР. Две форме супероксид-дисмутазе (SOD) су 

присутне у сисарским ћелијама, манган садржавајућа (Mn SOD) и бакар, цинк SOD (CuZn 

SOD), (Harris, 1997). Оба ензима одговорна су за одбрану против оксидативних оштећења 

од стране супероксид анјон радикала. 

Допамин β-хидроксилаза (DBH) (EC 1.14.17.1) је ензим који врши конверзију 

допамина у норепинефрин, неуротрансмитер који учествује у преношењу нервних 

импулса.  Студија на мишевима са недостатком ензима DBH, показала је да су били 

осетљивији на инфекцију и имали су ослабљену функцију Т-ћелија, и продукцију Тh1 

цитокина, што говори да физиолошка продукција катехоламина (норепинефрина и 

епинефрина) има улогу у модулацији имунитета (Alaniz и сар., 1999). Неколико 

поремећаја ЦНС-а који укључују атаксију, тремор, хипо или демијелинизацију су 

последице недостатка бакра. Паркинсонова болест, тремор, моторни поремећаји се јављају 

услед недостатака допамина. 
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Бакар је укључен у метаболизам глукозе, масти и холестерола, као и 

функционисање инсулина (Petering и сар., 1977; Olivares и Uauy, 1996). 

Тирозиназа (EC 1.14.18.1), оксидаза одговорна за продукцију меланина (природног 

пигмента који се налази у коси и кожи) од тирозина, такође садржи бакар у активном 

центру (Korner и Pawelek, 1982). Један од првих знакова дефицита бакра код животиња је 

губитак боје услед поремећаја метаболизма тирозина који је претеча меланина. 

Оксидазе амина (АО) су ензими који катализују оксидацију бројних биогених 

амина укључујући неуротрансмитере и хистамине. Бакар садржавајућа АО или 

хистаминаза (EC 1.4.3.6) катализује оксидативну деаминацију примарних амина до 

алдехида уз ослобађање амонијака и водоник пероксида и захтева бакар за своје 

функционисање. АО код еукариота делује на диференцијацију ћелија и раст, зарастање 

рана, детоксикацију и ћелијску сигнализацију (Kumar и сар., 1996). 

Бакар је неопходан за развој и одржавање везивног ткива, коже, костију и зглобова 

и крвних судова. Лизил оксидаза (EC 1.4.3.13 LOX) је екстрацелуларни ензим који 

учествује у синтези и формирању унакрсних веза између колагена и еластина што је од 

суштинског значаја за стабилизацију колагених влакана, формирање флексибилности и 

јачање везивног ткива. Редукција активности овог ензима, услед дефицита бакра, 

одговорна је за скелетне и срчане абнормалности (Kagan и Li, 2003). 

Бакар утиче на функционисање мишића крвних судова и неопходан је за 

активацију ендотелијалних ћелија јер стимулише њихову пролиферацију и миграцију. 

Бакар је неопходан за нормалан раст и развој људских фетуса, новорођенчади и 

деце. Детињство представља један од најкритичнијих периода у погледу потреба за 

бакром, јер брзи раст повећава захтеве, а исхрана на бази млека не подмирује растуће 

потребе организма за овим елементом (Arredondo и Nunez, 2005). Иако је недостатак већи 

проблем током ове фазе живота, постоји и висок ризик од токсичних ефеката бакра, услед 

недовољно развијених функција јетре и немогућношћу да се избори са већом количином 

бакра. 
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1.1.3. МЕТАБОЛИЗАМ БАКРА 

Бакар се апсорбује, дистрибуира, акумулира и излучује у телу према сложеним 

хомеостатским процесима који обезбеђују константно и довољно снадбевање овим 

елементом. Ако се бакар у организам уноси у недовољним количинама, акумулирање 

бакра у јетри ће бити осиромашено. Недовољан унос и трошење из депоа јетре доводи до 

поремећаја здравственог стања. Такође, унос већих количина може имати штетне 

последице по здравље. Захваљујући хомеостатској регулацији, ниво бакра се одржава у 

стању равнотеже који задовољава потребе организма. 

Бакар се као есенцијални елемент у човековом организму налази у малим 

количинама (75-150 mg) у различитим ћелијама и ткивима, са највећом концентрацијом у 

јетри, бубрезима, слезини, срцу, плућима, желуцу, коси и ноктима (Turnlund и сар., 1998). 

Нормалне концентрације бакра у серуму код људи варирају између 0.7 и 1.6 µg/ml. 

Препоручен дневни унос (RDA, енг. Recommended Dietary Allowance) бакра за децу износи 

од 340 до 890 µg, а за одрасле особе 900 µg (у трудноћи и лактацији 1300 µg) (WHO, 2004). 

Најбогатији извори бакра у исхрани су јетра и месо, плодови мора, ораси и семенке, 

квасни хлеб, бели кромпир, парадајз, житарице, пасуљ и сочиво (WHO, 2004). 

Хомеостаза бакра условљена је, пре свега, апсорпцијом у танком цреву и 

екскрецијом преко жучи. Апсорпција бакра из дигестивног тракта се креће од 15 до 97% у 

зависности од његовог садржаја у храни, облика, као и присуства других фактора који 

ометају његову апсорбцију. Цинк (Zn), манган (Mn) и кадмијум (Cd) су веома јаки 

антагонисти апсорпције бакра. Велике дозе гвожђа (Fе) такође могу смањити апсорпцију 

бакра, као и аскорбинска киселина (Vit C) која побољшава апсорпцију гвожђа. Такође и 

обрнуто, високе концентрације бакра доводе до дефицијенције гвожђа. Особе са 

хроничним дигестивним проблемима могу имати недостатак бакра, иако конзумирају 

намирнице које га садрже, услед немогућности апсорпције (Arredondo и Nunez, 2005). Код 

сисара апсорпција се одвија у желуцу и танком цреву, али постоје разлике у максималној 

апсорпцији између врста. Код пацова се апсорбује из желуца и дванаестопалачног црева, а 

код хрчка из нижих делова. Максимална апсорпција за људе није позната, али се 

претпоставља да се обавља у желуцу и горњем делу црева (WHO, 2004).  

Око 35 % унетог бакра се апсорбује и транспортује, везан за албумине, преко 

порталне вене до јетре (Turnlund и сар., 1998). Јетра обрађује бакар на два начина. Први 
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укључује излучивање бакра путем жучи у гастроинтестинални тракт, из којег се даље не 

ресорбује. Други пут метаболизма бакра у јетри је његово уграђивање у церулоплазмин 

(СР), гликопротеин кога синтетишу хепатоците. СР са уграђеним бакром секретује се из 

хепатоцита у циркулацију. Око 95% укупног бакра у плазми везано је за СР, а осталих 5% 

за албумин или амино-киселине. Да би добиле бакар, ћелије периферних ткива преузимају 

СР и разлажу га. Са опадањем доступног бакра у јетри мање се СР излучује.  

У биолошким системима бакар се претежно налази у облику бакар(II)- јона, с 

обзиром да, у присуству кисеоника или других акцептора електрона, бакар(I)-јон оксидује 

до бакар(II)- јона. Оксидација је реверзибилна јер бакар(II)- јон може да прими електрон од 

јаких редуктаната као што су аскорбат или редуковани глутатион (Arredondo и Nunez, 

2005). Бакар(II)- јон прелази у бакар(I)-јон кроз бројне механизаме и улази у ћелију преко 

трансмембранског транспортера CTR1, који припада породици купропротеина са високим 

афинитетом за пренос бакра (Wang и Guo, 2006) (Слика 1). CTR1 је присутан у јетри, 

бубрезима, срцу, цревима, док га најмање има у мозгу и мишићима. Cu(I)-везујући део на 

CTR1 су метионин и хистидин на N крају (Wang и Guo, 2006). Студије на мишевима 

показују да је CTR1 од суштинског значаја за опстанак ембриона сисара (Safaei и сар., 

2004). Други транспортер бакра на апикалној мембрани ентероцита је DMT1 (енг. divalent 

metal transporter 1), који поред бакра преноси и гвожђе, манган и кадмијум (Arredondo и 

Nunez, 2005).  

У ентероцитама бакар се везује за нискомолекулски протеин металотионеин (МТ). 

Као такав улази у серум где се везује за аминокиселине, нарочито L-хистидин и серумски 

албумин (HSA). Претпоставља се да Cu(II)-HSA-Hys комплекс може бити главни за 

пренос Cu(II) до јетре. ATP7А одговорна је за транспорт бакра преко базолатералне 

мембране ентероцита (Слика 1). ATP-азе су класа мембранских протеина које служе за 

ATP-зависну фосфорилацију непроменљивих аспартатних остатака ради добијања 

енергије потребне за транспорт катјона кроз мембране. Ћелије сисара имају два 

структурно слична P-типа ATP-аза које учествују у метаболизму бакра – ATP7А и ATP7B. 

ATP7А је изражена у цревном епителу, док је ATP7B највише изражена у јетри и 

бубрезима, а у мањој мери у мозгу и плаценти. Вишак бакра из ћелија већине ткива 

екскретује ATP7А, а у хепатоцитама ту улогу има ATP7B, која екскретује бакар у жуч. 

Такође, ови протеини снабдевају бакром ензиме који се секретују у ћелији, убацивањем 
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бакра у транс Голџијеву мрежу, где се уграђује у апоензиме. Поремећаји у функцији 

ATP7А узрокују Менкеову болест, док недостаци у ATP7B Вилсонову болест. Код обе 

болести резултат је прекомерна акумулације бакра у јетри, бубрезима или мозгу.  

 

 
Слика 1. Транспорт бакра  

Извор: http://thielelab.duhs.duke.edu/ (модификовано) 
 

Идентификовано је неколико гена и протеина укључених у транспорт бакра унутар 

и преко мембрана ћелија (Слика 2). Цитосолни Аtox1 (HAH1 хомолог у хуманим 

ћелијама) везује и транспортује бакар на P-тип ATP-аза у лумену Голџијеве мреже, где се 

бакар инкорпорира у апоцерулоплазмин или бакар зависне ензиме, лизил-оксидазу, 

тирозиназу, допамин-оксигеназу, у зависности од типа ћелије (Strausak и сар., 2003; Safaei 

и сар., 2004). Аtox1/HAH1 такође допрема бакар преко ATP7B за секрецију из хепатоцита 

у жуч (Safaei и сар., 2004; Arredondo и Nunez, 2005). 

Транспортер бакра за SOD (CCS) одговоран је за трансфер бакра цитосолној CuZn 

SOD и есенцијалан је за активацију овог ензима (Prohaska, 2008). Транспортер Cox17 

предаје бакар транспортерима Cox11, Sco1 и Sco2 (Cytochrome c-oxidase assembly protein) 

у митохондријама који га даље преносе до цитохром с-оксидазе (Palumaa и сар., 2004; 
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Horn и Barrientos, 2008). Одређена количина бакра у ћелији везује се за цитосолне 

металотионеине (Sugawara и Sugawarа, 1987).  

 

 

Слика 2. Метаболизам бакра у хепатоцитама 

Извор: Arredondo и Nunez, 2005 (модификовано) 
 

Редуковани глутатион (GSH) присутан у ћелији у високој концентрацији, може да 

веже бакар и да га достави транспортеру CTR1 у плазма мембрани (Arredondo и Nunez, 

2005). Cu(I)-GSH комплекс може да послужи као средство за пренос бакар(I)-јона до МТ. 

Ранија истраживања су показала да инјекција бакра код пацова резултује смањењем нивоа 

GSH у јетри (Cartañà и сар., 1992), као и да је ниво GSH у ћелијама јетре пацова са 

дефицијенцијом бакра био у порасту. Међутим, ћелије са смањеним нивоом GSH имају 

спорију апсорпцију бакра из медија а самим тим и нижу концентрацију бакра. На основу 

овога, може се закључити да GSH и МТ делимично учествују у контроли расподеле бакра. 
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1.1.4. ИЗЛОЖЕНОСТ БАКРУ У ЖИВОТНОЈ СРЕДИНИ  

Човек је утицају бакра изложен преко ваздуха, воде и земљишта, удисањем, 

узимањем хране и воде, и преко коже (Turnlund и сар., 1998). Присуство бакра у 

атмосфери потиче од дисперзије честица геолошког материјала расутих ветром и из 

индустријских емисија. Бакар се налази у површинским водама, у концентрацијама од 

0,0005 до 1 mg/L, а судбина елементарног бакра у води је сложена. Оксидацијом бакра 

настају бакар(I) оксид или хидроксид. У већини случајева, бакар(I)-јон се оксидује до 

бакар(II)- јона, који представља најзаступљенији облик бакра у водама киселости до pH 6. 

Бакар(I) амонијум и бакар(I) хлорид комплекси су релативно стабилни у воденом 

раствору. Концентрације бакра у пијаћој води варирају у зависности од карактеристика 

вода, као што су pH, тврдоћа и доступности бакра у систему водоснабдевања. 

Концентрације бакра у води за пиће често расту током дистрибуције, посебно у системима 

са киселим pH или у високо-карбонатним водама (WHO, 2004). 

Храна је главни извор излагања бакру за људе. Природна храна углавном 

обезбеђује потребну количину бакра и његове умерене концентрације не ремете 

хомеостазу. Међутим, накупљање бакра у количинама које превазилазе метаболичке 

потребе организма или поремећај у хомеостази бакра могу да доведу до испољавања 

његових токсичних ефеката (Fuentalba и Aburto, 2003). Познато је да су редокс активни 

метали, попут бакра, у стању да индукују оксидативни стрес повећањем продукције 

слободних радикала који узрокују пероксидативну деградацију полинезасићених масних 

киселина у мембранским липидима и доводе до оштећења биомолекула (Halliwell и 

Gutteridge, 2007). 

Као последица повећане антропогене активности, тешки метали, међу којима и 

бакар, све су више заступљени у животној средини. Дуготрајна употреба воде за пиће са 

повећаном концентрацијом бакра може да представља потенцијални ризик за осетљиву 

популацију људи, попут деце и особа са генетским поремећајем метаболизма бакра 

(Brewer, 2000). Бакарне цеви за воду такође могу бити извор веће количине бакра. Људи 

могу да дођу у контакт са повећаном количином бакра конзумирајући храну, нарочито 

киселу, из бакарних судова. Конзумирање млека чуваног у кородираним бакарним 

судовима може да има штетне последице, нарочито на децу (Mir и сар., 2007). До 

акумулирања виших нивоа бакра у ћелијама и ткивима може да дође услед пушења, 
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употребе лекова који садрже бакар и оралних контрацептива са естрогенима (Mehta и 

Eikum, 1989).  

Акутна изложеност високим концентрацијама бакра код људи може да доведе до 

иритације желуца и наузеје (Araya и сар., 2004). Бакар сулфат је некада преписиван као 

еметик, али је ова употреба обустављена због негативних ефеката на здравље људи (WHO, 

2004). Концентрације веће од 3 mg бакра/дневно у току дужег временског периода, или 10 

mg/дневно током неколико недеља могу да доведу до токсичних симптома, као што су 

слабост, главобоља и мучнина. 

Бакар у вишку доводи до појаве психичких и неуролошких симптома (Scheinberg и 

Sternlieb, 1996). Присуство прекомерних концентрација бакра код деце повезано је са 

инфекцијама, хиперактивним понашањем, дислексијом, прекомерном стимулацијом или 

депресијом (Russo, 2010). Вишак бакра делује штетно на кардиоваскуларни систем, 

доводи до повишеног крвног притиска и промовише атеросклерозу (Iskra и Majewski, 

2000). Студија Leone и сар. (2006), показала је да повишене концентрације бакра, са 

нижим концентрацијама магнезијума и цинка у серуму, носе повећани ризик од смртности 

код средовечних мушкараца. Повећањем концентрације бакра нарочито је погођена јетра, 

с обзиром да је главни орган акумулације. Вишак бакра доводи до бројних обољења јетре, 

опструкције жучних путева и канцера јетре (Ferenci, 2004).  

Прекомерно акумулирање бакра код људи може бити последица поремећаја 

метаболизма генетског порекла, као у случају Вилсонове болести (Patil и сар., 2013). 

Вилсонова болест (енг. Wilson’s Disease) је ретко наследно обољење претежно младих 

људи, чији је узрок нефункционална ATP7B. Акумулирани бакар временом доводи до 

уништења хепатоцита и испољавања хепатичне форме болести у виду акутног хепатитиса, 

хроничног активног хепатиса и цирозе јетре и сметњи везаних за оштећење централног 

нервног система. Лек избора у третману ове болести је пенициламин и триен. Успешност 

терапије и прогноза болести зависе од препознавања симптома и тренутка када је лечење 

започето, посебно када је у питању хепатична форма болести. 
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1.2. D-ПЕНИЦИЛАМИН 

D-Пенициламин (D-Penicillamine, DPA) је деградациони продукт антибиотика 

пеницилина. По хемијској структури је бета-диметил цистеин, односно 2-амино-3-метил-

3-сулфанилбутаноична киселина (IUPAC), (C5H11NO2S), молекулске масе 149.212 g/mol 

(Слика 3).  

DPA је хелирајући агенс који се користи у третману оболелих од Вилсонове 

болести за уклањање вишка бакра, (два молекула DPA везују један атом бакра) чиме се 

повећава његово излучивање урином (Brewer, 1995). Такође, користи се за смањење 

повећане екскреције цистина код цистинурије и лечење реуматоидног артритиса због 

имуносупресивног деловања које поседује.  

 

 

Слика 3. Структура DPA 

Izvor: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 

DPA инхибира пролиферацију T-лимфоцита, функцију макрофага, смањује 

секрецију интерлеукина 1 (IL-1), концентрацију имуноглобулина М (IgM) као 

реуматоидних фактора, али и спречава формирање унакрсних веза међу молекулима 

колагена. Пролиферација T-лимфоцита инхибирана је вероватно захваљујући продукцији 

пероксида или деловању тиолних група. DPA се in vitro показао као инхибитор везивања 

активатор протеина (AP-1) за ДНК, a како је AP-1 важан транскрипциони активатор 

бројних гена цитокина и металопротеиназа, овим би могле да се објасне његове анти-

инфламаторне особине (Handel и сар., 1996). Други in vitro ефекти DPA укључују смањење 

продукције имуноглобулина од стране B-ћелија и инхибицију васкуларизације 

стимулисане од стране ендотелијалног фактора раста. У in vivo условима након третмана 

DPA примећен је пад концентрације имуноглобулина IgM и IgG у серуму (Choy и Panayi, 
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1999). Ови аутори сматрају да оксидација DPA у присуству бакра води развоју ROS, 

водоник пероксида, који утиче на функцију Т лимфоцита, ендотелијалних ћелија и 

фибробласта. 

Дуготрајном употребом или применом неадекватних доза, DPA може да испољи 

штетне ефекте на нервни и гастроинтестинални систем, везивно ткиво или хематопоезу. 

Појава лезија на кожи може да буде последица токсичног ефекта на везивна ткива или 

акутне сензитивне реакције, обзиром да је дериват пеницилина (Perrett, 1981; Kianoush и 

сар., 2012). Апластична анемија, тромбоцитопенија и леукоцитопенија такође могу бити 

изазване употребом DPA (Fishel и сар., 1989, UK/W/033/pdWS/001, 2006). Познато је да 

овај лек може да доведе до појаве аутоимуних болести као што су мијастенија гравис (енг. 

myasthenia gravis) (Drosos и сар., 1993) и системски лупус (енг. systemic lupus 

erythematosus) (Donnelly и сар., 1993). In vitro, DPA доводи до прекида у ДНК и липидне 

пероксидације мембрана (Yamanaka и сар., 1993). Третман појединим тиолима мале 

молекулске масе, међу којима и DPA, доводи до цитотоксичности и инхибиције раста 

ћелија код различитих типова канцера, као последица интеракције тиолних група са 

липидима, протеинима или ензимима. Узрок цитотоксичних ефеката може да буде и 

смањење металног кофактора за ензиме, с обзиром да DPA хелира бакар, или продукција 

ROS услед оксидација тиолних група (Wadhwa и Mumper, 2013). 

1.3. РЕАКТИВНЕ ВРСТЕ КИСЕОНИКА И АЗОТА  

Аеробним организмима неопходан је молекулски кисеоник (О2) за ефикасну 

производњу енергије у митохондријама. У молекуларном облику у коме се јавља у 

природи, кисеоник је слабо реактиван, захваљујући постојању два неспарена електрона са 

паралелним спином, па је везивање ограничено само на атоме или молекуле који имају 

електроне са антипаралелним спином (Valko и сар., 2007). 

Током метаболичких процеса у ћелијама аеробних организама, највећи део 

молекулског кисеоника се редукује до воде. У овом процесу, који се одвија на унутрашњој 

мембрани митохондрија, каталитичком активношћу комплекса цитохром-оксидаза, 

молекул кисеоника везује 4 електрона: 

О2 + 4е- + 4Н+ → 2Н2О 
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Редукцијом кисеоника мањим бројем електрона или трансфером енергије настају 

делимично редуковани и високо реактивни метаболити – реактивне врсте кисеоника (енг. 

reactive oxygen species, ROS). У реактивне врсте убрајају се слободни радикали кисеоника, 

као и нерадикалске врсте које делују као оксидујући агенси или се лако конвертују у 

слободне радикале. Реактивне врсте су атоми, јони или молекули са једним или више 

неспарених електрона у својој структури, што их чини веома реактивним, па могу да 

реагују међусобно или са другим мање реактивним врстама и тиме изазову низ ланчаних 

реакција. У реакцијама са ћелијским конституентима продукују се секундарни и 

терцијарни слободни радикали из масти, амино киселина, глутатиона, аскорбинске 

киселине и компоненти нуклеинских киселина. Реакција иницијалних реактивних врста 

или секундарних метаболита са циљним молекулима доводи до поремећаја ћелијских 

функција (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Више од 95% молекулског кисеоника унетог у ћелију се комплетно редукује до 

воде, а услед делимичне редукције око 1-5% се трансформише у ROS (Scandalios, 2005). 

Једноелектронском редукцијом настаје супероксид анјон радикал (О2
•-), двоелектронском 

водоник пероксид (Н2О2), а троелектронском хидроксил радикал (ОН•). Интеракцијом са 

другим молекулима и конституентима ћелије продукују се и други слободни радикали 

кисеоника (хидропероксил – НО2
•, пероксил – RO2

•, алкоксил – RO•), као и нерадикалске 

реактивне врсте (синглет кисеоник – 1O2, пероксинитрит – ONOO-, пероксинитритна 

киселина –ONOOH, органски хидропероксиди – ROOH).  

У биолошким системима слободни радикали су углавном кисеоничне врсте, али се 

продукују и реактивне врсте угљеника (трихлорметил радикал – CCl3•), реактивне врсте 

сумпора (тиол радикал – R-S•) и реактивне врсте азота (енг. reactive nitrogen species, RNS) 

(Halliwell и Gutteridge, 2007), (Слика 4).  
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Слика 4. Реактивне врсте кисеоника и азота 
Извор: www.frontbiosci.org   

 

 

1.3.1. СУПЕРОКСИД АНЈОН РАДИКАЛ (О2
•-) 

Једноелектронском редукцијом молекулског кисеоника настаје супероксид анјон 

радикал (О2
•-) према следећој једначини:  

O2 + 1e- → О2
•- 

Овај радикал настаје у свим аеробним ћелијама, у респираторном ланцу 

митохондрија и хлоропласта, уз учешће NADH дехидрогеназе и убихинон-Q-цитохром b-

комплекса, али и у ендоплазматичном ретикулуму и на другим местима у ћелији. Важан 

извор О2
•- је такође, ,,респираторна експлозија“ (respiratory burst) у фагоцитним ћелијама 

(неутрофили, макрофаги) при контакту са страним честицама или имуним комплексима 

(De Coursey и Ligeti, 2005). Значајна количина О2
•- продукује се у реакцијама оксидаза, као 

што су ксантин оксидаза, NAD(P)H оксидаза, цитохром P-450 оксидаза и алдехид 

оксидаза. Супероксид анјон може да настане и у реакцијама хидролаза у току 

аутооксидације хинона, катехоламина, флавина, тиола, хромопротеина и у присуству 

прелазних метала. Такође, може да настане у процесу биотрансформације егзогених и 

ендогених супстрата, у процесу метаболисања етанола и процесу липидне пероксидације 

незасићених масних киселина (Valko и сар., 2007).  
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У воденој средини О2
•-  подлеже реакцији дисмутације, која представља реакцију 

два молекула супероксид анјон радикала, при чему се један оксидује, а други редукује, 

дајући водоник пероксид. Ова реакција може да се одвија спонтано или уз каталитичко 

дејство супероксид-дисмутазе (SOD). Као примарна реактивна врста, О2
•- је умерено 

реактиван, али може да реагује са другим молекулима и генерише реактивније секундарне 

врсте. У присуству метала са променљивом валенцом, О2
•- се преводи у екстремно 

реактивни хидроксил радикал (ОН•), а у реакцији са азот оксидом (NO) генерише изразито 

реактивни пероксинитрит (ONOO-). О2
•- је најчешће продукована врста слободних 

радикала у живим организмима због чега се углавном налази на почетку каскаде 

унутарћелијског оксидативног стреса (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Супероксид анјон радикал изазива деполимеризацију полисахарида, оштећење 

ензима и мембрана ћелија, ремети синтезу и транскрипцију ДНК, и учествује у процесима 

канцерогенезе (Štajn и сар., 2007). 

1.3.2. ВОДОНИК ПЕРОКСИД (H2O2) 

Спонтаном или катализованом дисмутацијом О2
•- долази до настанка водоник 

пероксида (H2O2). То је слабо реактивни молекул, који нема неспарених електрона, па није 

у правом смислу радикал (Cadenas, 1989). Иако није нарочито реактиван, лако дифундује 

кроз мембране, што му омогућава да директно оксидује ћелијске компоненте.  

До продукције H2O2 у ћелији може да дође и директно, двоелектронском 

редукцијом молекулског кисеоника:  

O2 + 2 e- → H2O2 

2 O2
•- + 2 H+ → O2 + H2O2 

Водоник пероксид се продукује у пероксизомима, митохондријама, микрозомима и 

ендоплазматичном ретикулуму, као и на ћелијској мембрани. Уклањање водоник 

пероксида из ћелија обавља се деловањем ензима каталазе или глутатион-пероксидазе 

(Dröge, 2002). Највећа количина водоник пероксида се ствара у пероксизомима, у којима је 

присутна висока активност каталаза, која штити овај део ћелије од оксидативног 

оштећења. Поред тога, Н2О2 настаје у ћелији директно, деловањем урат-оксидаза, оксидаза 

D-амино киселина, ксантин-оксидаза, уриказа, глукозо-оксидазе и оксидаза L-хидрокси 

киселина, као и у реакцијама аутооксидације оксихемоглобина, аскорбата, глутатиона, 
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тиола и катехоламина (Halliwell и Gutteridge, 2007). Водоник пероксид настаје и током 

активности ензима моноамино-оксидазе (МАО), који обавља оксидативну деаминацију 

допамина и смештен је највећим делом на спољашњој страни митохондрија (Štajn и сар., 

2007). Активиране фагоците (моноцити, неутрофили, еозинофили, макрофаги) такође 

продукују водоник пероксид. 

H2O2 делује директно и индиректно испољавајући штетне ефекте на биомолекуле. 

Директни ефекти настају као последица његових оксидативних својстава, и укључују 

деградацију хем протеина, ослобађање гвожђа, оксидације сулфхидрилних група протеина 

и инактивацију ензима, оксидацију ДНК, липида, и кетокиселина. Индиректно штетно 

деловање Н2О2 испољава стварањем високо реактивног хидроксил радикала (•OH) у 

присуству метала са променљивом валенцом (Fe2+ или Cu+) у Fenton-овој реакцији или 

интеракцијом са супероксид анјон радикалом у Haber-Weiss-овој реакцији (Halliwell и 

Gutteridge 2007). 

1.3.3. ХИДРОКСИЛ РАДИКАЛ (•OH) 

Хидроксил радикал (•OH) је најреактивнији продукт метаболизма кисеоника и 

најодговорнији је за оксидативну деструкцију биомолекула. Настаје троелектронском 

редукцијом молекулског кисеоника. Хидроксил радикал може да настане и у реакцији 

водоник пероксида са јонима прелазних метала (Fe2+ ili Cu+) у Fenton-овој реакцији: 

H2O2 + Fe2+ (Cu+) → Fe3+ (Cu2+) + OH- + •OH 

У присуству јона метала, реакцијом између водоник пероксида и супероксид анјон 

радикала, такође може да настане хидроксил радикал, а реакција се назива Haber-Weiss-

ова:  

O2
•- + H2O2 → O2 + OH- + •OH 

Fe3+ + O2
•-  → Fe2+ + O2 

Хидроксил радикал настаје из воде при апликацији високих доза јонизујућег 

зрачења, током аутооксидације 6-хидроксидопамина и 6-аминодопамина.  

Ови радикали присутни су у ћелији кратко (10-9), јер реагују са другим 

биомолекулима, шећерима, амино киселинама, пуринским и пиримидинским базама, 
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органским киселинама, стварајући секундарне радикале различите реактивности. 

Оксидацијом полинезасићених масних киселина у биомембранама •OH инцира процес 

липидне пероксидације, који може даље да пропагира секундарно створеним реактивним 

врстама. •OH изазива озбиљна оштећења ткива и укључен је у инфламаторне процесе, 

тератогенезу и ћелијску смрт (Štajn и сар., 2007). 

Не постоји ниједан специфични антиоксидатвни механизам који успешно уклања 

већ настали •OH, што указује на значај антиоксидативног деловања које ће да спречи 

његову продукцију. То обухвата превенцију формирања и неутрализацију већ формираних 

ROS, дисмутацију супероксид анјон радикала, разлагање водоник пероксида до воде, као и 

везивање јона гвожђа и бакра (Halliwell и Gutteridge 2007). 

1.3.4. АЗОТ ОКСИД (NO) 

Азот оксид (Nitric Oxide, NO) је гас без боје, укуса и мириса, мали хидрофобни 

молекул. Присутан је у ћелијама свих кичмењака и као сигнални молекул учествује у 

регулацији бројних ћелијских функција. Ендогена синтеза NO одвија се подсредством 

ензима азот оксид синтазе (Nitric Oxide Synthase, NOS) у васкуларним ендотелним 

ћелијама, неутрофилима и макрофагима, неуронима, епителним ћелијама горњих дисајних 

путева и у било ком ткиву подвргнутом исхемији и инфламацији. Супстрат за синтезу NO 

је полуесенцијална аминокиселина L-аргинин, а синтеза се одвија у присуству 

молекуларног кисеоника и NADPH као косупстрата (Palmer и сар., 1988). 

NO је молекул липофилне природе, брзо дифундује кроз ћелијске мембране, што 

му омогућава да утиче на бројне биолошке функције у организму. Као унутарћелијски 

гласник учествује у неуротрансмисији, у регулацији васкуларног тонуса (инхибиција 

агрегације тромбоцита, регулација крвног притиска), и у регулацији активности имуног 

система (имунолошки одговори макрофага). Хемизам NO у биолошким системима је 

комплексан. NO поседује један неспарени електрон, који му омогућава везивање за гвожђе 

у протеинима са хемом, али протеинима са гвожђе-сулфидним центрима. Реакције 

остварује са тиолима, молекуларним кисеоником и супероксид анјон радикалом (Liao, 

1999). У интеракцији са редокс активним металима, NO може да инхибира Fenton-ову 

реакцију и спречи настанак хидроксил радикала (Lu и Koppenol, 2005). 
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Са кисеоником и реактивним врстама кисеоника реагује брзо. Цитотоксични 

ефекти NO посредовани су пре његовим оксидативним продуктима него директним 

деловањем. У биолошким системима могу да се нађу три сродне редокс форме азот 

оксида, слободни радикал (NO•), нитрозил катјон (NO+), који настаје једноелектронском 

оксидацијом NO•, и нитроксил анјон (NO-), који настаје једноелектронском редукцијом 

NO•. Све три редокс форме NO могу да реагују са ROS, редокс активним металима и 

тиолима. Такође, NO може да се редукује у азот субоксид (N2O) или да се оксидује у 

нитрите (NO2
-) (Wink и сар., 1998). У реакцији NO са супероксид анјон радикалом (О2

•-) 

формира се веома снажан оксидант пероксинитрит (ONOO-).  

Акумулирање великих концентрација NO и испољавање потенцијално токсичних 

ефеката, спречено је дифузијом NO кроз ткива у еритроците. У еритроцитима, у реакцији 

са оксихемоглобином, NO се конвертује до нитрата. Оксидација NO од стране 

оксихемоглобина је главни пут елиминације NO. Нитрати могу бити одређивани у плазми 

и сматрају се мером продукције азот моноксида (Joshi, 2002). 

RNS могу да оксидују, нитрирају и нитролизују биомолекуле и тиме доведу до 

њихове дисфункције. Цитотоксично деловање RNS, као резултат повећане продукције NO, 

за последицу има неуродегенеративне поремећаје, патофизиолошке промене 

кардиоваскуларног система, хронична запаљења и носи повећани ризик обољевања од 

канцера (Štajn и сар., 2007). 

1.3.5. ПЕРОКСИНИТРИТИ (ONOO-) 

У неензимској реакцији азот оксида са О2
•-, настају пероксинитрити (ONOO-). 

Реакција формирања ONOO- је изузетно брза и превазилази брзину дисмутације О2
•- 

посредоване SOD, а за њено одвијање није потребан прелазни метал.  

Пероксинитрит је високо реактиван молекул, реактивнији од супероксид анјон 

радикала и азот оксида од којих потиче. На физиолошким pH, пероксинитрит се претежно 

налази у стабилном анјонском облику (ONOO-), а делом у облику нестабилне 

пероксинитритне киселине (ONOOH), која се разлаже до нитрата формирајући 

интермедијере. У присуству прелазних метала и супероксид-дисмутазе, ONOO- се разлаже 

до OH- и нитрил јона (NO2
+) (Pryor и Squadrito, 1995). Полуживот ONOO- је кратак и 
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износи око 10–20 ms, али је довољан да омогући пролаз кроз биомембране и интеракцију 

са биомолекулима удаљеним од места синтезе (Alvarez и Radi, 2003).  

Оксидацијом тиола, липида, протеина и дезоксирибоза, ONOO- доводи до 

структурних и функционалних модификација ових биомолекула. Директном реакцијом са 

металним центрима протеина модификује хемоглобин, миоглобин или цитохром с, и 

инактивира ензиме укључене у кључне метаболичке процесе (Alvarez и Radi, 2003). Важан 

аспект цитотоксичности пероксинитрита је његова способност да индукује процес 

липидне пероксидације (Radi и сар., 1991). 

1.3.6. БИОЛОШКИ ЕФЕКТИ РЕАКТИВНИХ ВРСТА 

Реактивне врсте кисеоника и азота се стварају континуирано и у ограниченим 

количинама као део нормалних метаболичких процеса. Настају током процеса 

оксидативне фосфорилације у митохондријама, фагоцитозе, биотрансформације у 

ендоплазматичном ретикулуму, у метаболизму етанола, у реакцијама које катализују 

оксидазе, током синтезе еикосаноида и у реакцијама оксидоредукције у присуству метала 

са променљивом валенцом. Такође, могу да настану под утицајем различитих егзогених 

фактора, екстремних температура, радијације, тешких метала, биотоксина или лекова 

(Dröge, 2002; Halliwell и Gutteridge, 2007; Valko и сар., 2007).  

У умереним концентрацијама под физиолошким условима имају вишеструке 

корисне улоге у бројним физиолошким процесима. Учествују у регулацији 

интраћелијских сигналних каскада и генској експресији, диференцијацији неурона, 

регулацији ћелијског циклуса и регулацији апоптозе (Valko и сар., 2007). Контролишу 

ниво респираторне вентилације, релаксацију мускулатуре, учествују у активацији имуног 

система и одбрани од инфективних агенаса (Dröge, 2002). 

Поред важних улога које остварују у физиолошким процесима, реактивне врсте су, 

такође, и интегрални део процеса који могу да доведу до оксидативних оштећења ћелија. 

Еволутивним развојем одбрамбених механизама, аеробни организми су постали способни 

да користе кисеоник као крајњи акцептор електрона и да се заштите од штетних ефеката 

реактивних врста кисеоника. Међутим, при повећаној продукцији реактивних врста или 

смањеном антиоксидативном капацитету ћелија, настаје оксидативни и нитрозативни 

стрес (Sies, 1991). Поремећај баланса између продукције ROS (RNS) и антиоксидативне 
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заштите, може да узрокује развој различитих оштећења, убрза процес старења, развој 

болести и смрт организама (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

ROS и RNS су способне да наруше међумолекулске везе и доведу до оштећења 

готово свих биомолекула у ћелији. У реакцијама са биомолекулима ROS и RNS узрокују 

секундарну и терцијарну продукцију реактивних врста, што за резултат има оштећења 

липида, протеина, угљених хидрата и нуклеинских киселина, и коначно може да доведе до 

неопластичних трансформација или смрти ћелије (Sies, 1991; Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Сматра се да реактивне врсте кисеоника и азота имају значајну улогу у етиопатогенези 

преко 200 врста хуманих обољења (Štajn и сар., 2007). 

1.3.6.1. Оксидативна оштећења биомолекула 

Најбоље проучена штетна последица деловања реактивних врста кисеоника на 

живе организме је липидна пероксидација. Липидна пероксидација представља низ 

ланчаних слободнорадикалских реакција које доводе до разлагања липида и 

липопротеина, што за последицу има нарушавање флуидности и пропустљивости 

ћелијских мембрана, њихово разарање и смрт ћелија (Halliwell и Gutteridge, 2007).  

Главни циљни молекули за реактивне врсте кисеоника су полинезасићене масне 

киселине (енг. polyunsaturated fatty acids, PUFA) фосфолипидног двослоја ћелијских 

мембрана. Хидроксил радикал (•OH) започиње процес липидне пероксидације који даље 

пропагира низом ланчаних реакција до формирања липидних хидропероксида и алдехида. 

Преузимање водониковог атома незасићене масне киселине липида (LH) од стране 

хидроксил радикала, доводи до настанка липидног радикала (L•), који у реакцији са 

молекулским кисеоником прелази у изразито реактиван липидни пероксил радикал 

(LOO•). Липидни пероксил радикал затим преузима водоников атом са суседног липида и 

формира липидни хидропероксид (LOOH). Новонастали липидни радикал интерагује са 

другим суседним липидом у ланчаној реакцији која резултује акумулацијом оштећених 

липида. Реакције су приказане следећим формулама (Catalá, 2006): 

 

LH + •OH → L • + H2O 
L • + O2 → LOO • 

LOO • + LH → L • + LOOH 
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У присуству јона прелазних метала, Fe2+ или Cu+, LOOH дисосује до •OH и 

липидног алкоксил радикала (LO•), који може да реагује са другим липидом и формира L• 

и липидни алдехид (LOH). У реакцији са Fe3+ или Cu2+, LOOH дисосује до пероксил 

радикала (LOO•). Оба радикала, настала дисосијацијом LOOH, одговорна су за даљу 

иницијацију и пропагацију липидне пероксидације (Halliwell и Gutteridge, 2007). LOOH су 

нестабилни и разлажу се до реактивних алдехидних једињења која лако дифундују у 

цитосол. Међу најтоксичније алдехидне продукте липидне пероксидације спадају 4-

хидрокси-2,3-трансноненал и малондиалдехид (MDA), који се користи као биомаркер 

липидне пероксидације (Valko и сар., 2007). MDA је главни извор липофусцина чија се 

концентрација у ткивима повећава током старења. Може да реагује са слободним амино 

групама протеина и нуклеинских киселина, и да доведе до још већих оштећења ћелије 

(Scott, 1995). 

Последице липидне пероксидације су структурно-функционалне промене ћелијске 

мембране. Оштећењем мембранских липида смањује се хидрофобност липидног двослоја 

и мења се афинитет и интеракција протеина и липида. Услед нарушене липопротеинске 

интеракције ремети се хомеостаза ћелије, што доводи до дисфункције ћелијских процеса 

(деоба, диференцијација, ендоцитоза, егзоцитоза, фагоцитоза, транспорт јона, пријем и 

пренос сигнала, међућелијски контакт). Крајњи производи липидне пероксидације 

значајни су медијатори атеросклерозе, коронарне болести, акутног инфаркта миокарда, 

реуматоидног артритиса, системске склерозе и канцера (Valko и сар., 2007).  

Протеини такође чине значајне циљне молекуле реактивних врста. У току 

оксидативне модификације протеина, као последица модификације појединих 

аминокиселина, или комплетног губитка аминокиселине, мења се њихова примарна, 

секундарна и терцијарна структура. Бочни ланци аминокиселинских остатака протеина, 

посебно цистеина и метионина, осетљивији су на оксидацију изазвану ROS/RNS, а 

реакција је посредована прелазним металима (Stadtman, 2004). Иницијатор оксидативних 

оштећења протеина углавном је •OH, као најреактивнија кисеонична врста, а оксидација 

протеина најчешће доводи до настанка хидроксилних и карбонилних група. Секундарни 

ефекти оксидације протеина укључују настанак алкил, алкоксил и алкил-пероксил 

радикала, фрагментацију полипептидног ланца, промену наелектрисања протеина, 

повећану осетљивост на протеолизу, протеин-протеин интеракције и агрегацију насталих 
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продуката (Scandalios, 2005). Оксидативна модификација протеина резултира губитком 

њихове функције и доводи до поремећаја трансмембранског транспорта јона и 

нарушавања ћелијске сигнализације.  

Оксидативна деструкција угљених хидрата за последицу има поремећај њихове 

функције. Моносахариди, глукоза или фруктоза, подложни су оксидативном деловању 

ROS, али већи физиолошки ефекат проузрокују оксидативна оштећења сложенијих 

молекула који садрже угљенохидратну компоненту, попут протеина са разгранатим 

олигосахаридним ланцима или нуклеинских киселина у чијем саставу су пентозе (Štajn и 

сар., 2007).  

Све компоненте ДНК могу да буду погођене оксидативним оштећењима од стране 

ROS. Оксидативно оштећење нуклеинских киселина доводи до прекида у једном или оба 

ланца ДНК, модификације база (отварање прстена, хидроксилација прстена), унакрсног 

повезивања у оквиру једног или оба ланца ДНК, и унакрсног повезивања ДНК и протеина. 

Оксидативна оштећења ДНК инхибирају индукцију транскрипције, доводе до нарушавања 

репликације, и до геномске нестабилности, што представља први корак укључен у 

мутагенезу, канцерогенезу и старење (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Интензитет оксидативних оштећења и могућност њиховог репарирања зависе од 

про/антиоксидативних услова у ћелијама (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

1.4. СИСТЕМ ЗАШТИТЕ ОД ОКСИДАТИВНИХ ОШТЕЋЕЊА 

Систем заштите од оксидативних оштећења (енг. Аntioxidant defence system, AOS) 

развијен је током еволуције код свих аеробних организама како би била спречена, 

ограничена или уклоњена оштећења настала деловањем реактивних врста. Ћелије се 

штите од токсичног деловања реактивних врста бројним ендогеним радикал-„scavening“ 

протеинима, ензимима, као и непротеинским биомолекулима који су део овог система.  

AOS се према природи и начину деловања може поделити на примарну и 

секундарну заштиту. Примарна антиоксидативна заштита укључује ензимске и 

неензимске компоненте, које су активне у условима нормалне и повећане продукције ROS. 

Секундарна антиоксидативна заштита укључује протеин-специфичне оксидоредуктазе 

(тиол-трансфераза, протеин-АDP-рибозил-трансфераза, ATP и Ca2+ независна протеаза) 
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које учествују у поправци оксидативних оштећења биомолекула (Cadenas, 1989; Štajn и 

сар., 2007).  

Неензимску антиоксидативну заштиту остварују супстанце мале молекулске масе, 

растворљиве у води: глутатион, аскорбинска киселина, метионин, цистеин, албумин, 

билирубин, биливердин, мокраћна киселина, трансферин, церулоплазмин, хистидин, 

феритин и растворљиве у мастима: витамин Е, витамин А, β-каротен, коензим Q. Према 

најновијој класификацији ензимске компоненте AOS чине ензими: супероксид-дисмутаза 

(SOD), каталаза (CAT), глутатион-пероксидаза (GSH-Px), глутатион-редуктаза (GR), док 

се ензим глутатион-S-трансфераза (GST), који је раније био сврставан у ову групу, убраја 

у ензиме II фазе биотрансформације (Van der Oost и сар., 2003). 

1.4.1. НЕЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ СИСТЕМА АНТИОКСИДАТИВНЕ 

ЗАШТИТЕ 

1.4.1.1. Глутатион (GSH) 

Глутатион (GSH) је трипептид (L-γ-glutamil-L-cisteinil-glicin) који представља 

најзаступљенији нискомолекулски тиол у ћелијама. Широко је распрострањен у 

животињама, биљкама и микроорганизмима, и налази се као слободан или везан у 

цитосолу, једру, митохондријама и микрозомима (Parris и Kidd, 1997).  

У ћелијама се налази у две форме, као редуковани (GSH, тиолна форма) и као 

оксидовани (GSSG, дисулфидна форма), (Parris и Kidd, 1997). При нормалним 

физиолошким условима, више од 98% интрацелуларног глутатиона је у редукованом 

стању, док је остатак присутан у ћелији у виду дисулфидне форме – GSSG, мешаних 

дисулфида (углавном GSS-протеин) и тиоестара. GSSG у нормалним околностима чини 

мање од 1% укупног GSH и у здравим ћелијама ретко достиже више од 10%. 

Унутарћелијски садржај GSH зависи од баланса између његовог коришћења и синтезе. 

GSH остварује неколико значајних улога у ћелији: учествује у антиоксидативној 

заштити и детоксификацији различитих ксенобиотика, одржавању структуре и функције 

протеина, регулацији синтезе и деградације протеина, метаболизму леукотриена и 

простагландина, редукцији рибонуклеотида до дезоксирибонуклеотида, регулацији 

ћелијског циклуса и генској експресији (Forman и сар., 2009). 
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GSH у антиоксидативној заштити функционише на више нивоа. Заштитна улога 

GSH базирана је на способности сулфхидрилне групе цистеина да се реверзибилно 

оксидује. Антиоксидативну заштиту остварује директним уклањањем реактивних врста, 

О2
•-, •OH и ONOO-, и органских радикала (R•). Као супстрат ензима GSH-Px учествује у 

редукцији водоник пероксида и хидропероксида, а као коњугујући молекул у реакцији са 

ензимом GST, омогућава детоксификацију и екскрецију ксенобиотика (Matés, 2000). 

Регенерише важне неензимске антиоксиданте, аскорбинску киселину и α-токоферол, до 

њихових активних форми (Forman и сар., 2009).  

GSH такође може неензимски да формира металне комплексе и има важну улогу у 

транспорту, депоновању и метаболизму метала. GSH функционише у мобилизацији и 

транспорту метала између лиганада, као и кроз ћелијске мембране, извор је цистеина за 

везивање метала и служи као редуктант или кофактор у редокс реакцијама које укључују 

метале. Сулфхидрилна група цистеина у молекулу GSH има висок афинитет за метале и 

формира меркаптиде са неколико ендогених метала, као што су жива, кадмијум, бакар, 

селен, хром, олово и цинк (Ballatori, 1994). 

Као резултат ових реакција, GSH се у ћелијама оксидује до GSSG, који није 

биолошки активан (Brigelius-Flohe, 1999). Део GSSG се екскретује из ћелије, док се делом 

унутар ћелија редукује, деловањем ензима глутатион-редуктазе (GR). Конверзија GSSG у 

GSH обавља се уз присуство редукованог NADPH, који се обезбеђује из 

глукозомонофосфатног циклуса. Глукозо-6-фосфат дехидрогеназа (G6PDH) продукује 

NADPH, молекул који је есенцијалан за функционисање многих антиоксидативних ензима 

(Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Поред активности ензима GR, концентрација GSH у ћелији регулисана је и de novo 

синтезом, која се одиграва у цитосолу свих ћелија, док је јетра главно место биосинтезе 

овог једињења. GSH се синтетише из аминокиселина које га чине (L-глутамат, L-цистеин 

и глицин), активношћу два ATP зависна ензима: γ-глутамилцистеин-синтетазе (γ- GCS) и 

глутатион-синтетазе (GS) (Griffith, 1999). У условима оксидативног стреса повећава се 

екскреција GSH из хептоцита у крв, којом се дистрибуира у различита ткива (Forman и 

сар., 2009). 
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1.4.1.2. Аскорбинска киселина (Vit C) 

Аскорбинска киселина (Vit C) је најефикаснији хидросолубилни неензимски 

антиоксидант. Синтетишу је биљке и неке животиње, а есенцијални је нутријент за људе, 

примате, заморце, летеће сисаре и птице певачице. Овим организмима недостаје ензим L-

гулоно-γ-лактон-оксидаза, последњи ензим у процесу синтезе Vit C из глукозе. Ензим 

катализује конверзију L-гулоно-γ-лактона до аскорбинске киселине. Код сисара код којих 

функционише овај ензим, Vit C се синтетише у јетри (Padh, 1990). 

Аскорбинска киселина постоји у три различита стања: редукованом (аскорбинска 

киселина, AsA); редукована форма губитком једног електрона прелази у аскорбил радикал 

(L-семидехидроаскорбат, АsА•-) који губитком још једног електрона прелази у дехидро-L-

аскорбинску киселину (DAsA) (Маy и сар., 1997). Формирање молекула DAsA може да 

буде последица директне реакције између AsA и реактивних врста кисеоника (Štajn и сар., 

2007). 

Vit C остварује многобројне функције: убрзава ресорпцију гвожђа, регулише 

синтезу холестерола и норадреналина, јача функције имуног система, укључен је у 

детоксификацију ксенобиотика, учествује у ћелијској диференцијацији. Антиоксидативна 

активност Vit C базирана је на његовој способности као донора водоника, да неутралише 

многе интермедијере и продукте слободно радикалских процеса (Padh, 1990). Присуство 

Vit C у крвној плазми ефикасно спречава оксидацију липида плазме, при чему су 

антиоксидативни ефекти овог витамина и брзина његове реакције са перокси радикалом 

већи у односу на друге антиоксиданте (Sies и сар., 1992). Vit C смањује ендогену липидну 

пероксидацију, штити јетру од оксидативног оштећења и редукује нитроксил радикале у 

мембрани еритроцита. При томе, ефикасност у одбрани од оксидативних оштећења 

показује не само у воденим  деловима ћелије, екстрацелуларном матриксу и циркулацији, 

него и у хидрофобној фази ћелијских мембрана. Метаболизам овог антиоксиданса блиско 

је повезан са метаболизмом других нискомолекулских компоненти AOS, глутатиона, 

витамина Е и коензима Q (Štajn и сар., 2007).  

Једна од важних улога Vit C је његова интеракција са редокс активним 

транзиционим металима, као што су бакар или гвожђе. Vit C делује као косупстрат за 

хидролазу и оксигеназу, ензиме укључене у биосинтезу проколагена, карнитина и 

неуротрансмитера. Аскорбат одржава металне јоне у активном центру ових ензима у 
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редукованом стању за оптималну активност ензима. Редукција јона транзиционих метала  

аскорбатом може да има негативне ефекте, односно да резултује продукцијом реактивних 

врста, хидроксил радикала или липидних алкоксил радикала (LO•) у реакцији редукованих 

металних јона (Fe2+ и Cu+) са водоник пероксидом или хидропероксидима (LOOH) 

(Buettner и Jurkiewicz, 1996).  

1.4.1.3. Церулоплазмин (СР) 

Церулоплазмин (СР) се синтетише у јетри као апо-СР и излучује у циркулацију као 

холопротеин са везаних 6 атома бакра. Бакар не утиче на ниво синтезе СР, али је 

полуживот холо-СР (4 дана) знатно дужи од полуживота апо-СР (4 сата) (Harris и Gitlin, 

1996). Синтеза и секреција CP из хепатоцита стимулисана је интерлеукином-1 и 

интерлеукином-6 (Linder и Hazegh-Azam, 1996). СР служи као извор бакра за ткива (Vulpe 

и Packman, 1995). Рецептори за церулоплазмин, који могу да промовишу акумулацију 

бакра у ћелијама сисара, откривени су у плазма мембранама еритроцита, ендотела јетре, 

срчаних мишићних ћелија и лимфоцита (Vulpe и Packman, 1995). Након везивања СР за 

рецепторе, јони бакра се отпуштају и улазе у ћелије, док СР протеин остаје изван ћелија. 

Хепатоците уклањају апо-СР из циркулације у наредних неколико сати. СР је такође 

одговоран за секрецију бакра у жуч и преко жучи у црево, одакле се углавном поново не 

ресорбује (Evans, 1973). 

СР делује као оксидаза, будући да у присуству молекулског кисеоника оксидује 

Fe2+ у Fe3+, уз ослобађање воде (Hellman и Gitlin, 2002; Patel и сар., 2002). Ферооксидазна 

активност СР омогућава везивање гвожђа за трансферин (Uriu-Аdams и сар., 2005). На ова 

два начина СР директно спречава повећање транзитног „пула“ гвожђа. Смањена 

концентрација СР за последицу има нагомилавање гвожђа у јетри услед немогућности да 

се угради у трансферин. Церулоплазмин за који није везан бакар не показује оксидазну 

активност и брзо бива деградиран (Uriu-Аdams и сар., 2005). 

СР је веома ефикасан антиоксидант. Уклањањем токсичних феро јона, који могу да 

индукују формирање супероксид анјон радикала и хидроксил радикала, СР може да 

спречи оксидативно оштећењe липида, ДНК, и протеина (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Антиоксидативно дејство показује и катализом дисмутације супероксид анјон радикала у 

реакцији која не резултује формирањем водоник пероксида (Goldstein и сар., 1982). 
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Показано је и да се СР специфично везује за мијелопероксидазе, и тиме инхибира 

продукцију хипохлорне киселине (HClO) од стране неутрофила (Park и сар., 2000). 

1.4.2. ЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ СИСТЕМА АНТИОКСИДАТИВНЕ 

ЗАШТИТЕ 

1.4.2.1. Супероксид-дисмутаза (SOD) 

Супероксид-дисмутаза (SOD, EC 1.15.1.1) је металопротеин присутан у свим 

аеробним организмима и неким анаеробима. Један је од најефикаснијих интрацелуларних 

ензима. SOD катализује дисмутацију супероксид анјон радикала (О2
•-) до молекулског 

кисеоника и мање реактивног H2O2 према следећој реакцији (McCord и Fridovich, 1969):  

2O2
•- + 2H+  H2O2 + O2 

Еукариоте поседују три изоензимске форме супероксид-дисмутазе у зависности од 

метала у активном центру: манган садржавајућа супероксид-дисмутаза (Mn SOD), бакар 

цинк садржавајућа супероксид-дисмутаза (CuZn SOD), и екстрацелуларна супероксид-

дисмутаза (EC SOD).  

Манган садржавајућа SOD, молекулске масе од 88 kDa, се састоји од четири 

субјединице са Mn3+ у активном центру. Присутна је у матриксу митохондија многих 

ткива. Примарно се синтетише у цитосолу одакле се сигналним пептидом, кога добија 

постранслационим променама, транспортује у митохондрије (Matés, 2000). 

Бакар цинк садржавајућа супероксид-дисмутаза (CuZn SOD) је хомодимер, 

молекулске масе од 32 kDa. Свака субјединица садржи по један атом бакра (Cu2+) и један 

атом цинка (Zn2+). CuZn SOD се налази у свим ткивима, као и у еритроцитима и плазми. 

Присутна је у цитосолу, а у мањим количинама заступљена је у ћелијској мембрани, једру, 

ендоплазматичном ретикулуму, међумембранском простору, митохондријама и 

липозомима.   

Екстрацелуларна супероксид-дисмутаза (EC SOD) је тетрамерни глукопротеин са 

молекулском масом од 135 kDa, који садржи један атом Zn и један атом Cu. Налази се у 

међућелијском простору и екстрацелуларној течности, плазми, лимфи и 

цереброспиналном ликвору. Показује слабу активност и у ткивима. EC SOD обезбеђује 

физиолошке концнетрације супероксид анјона и модификује деловање азот оксида. При 
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њеној смањеној активности повећава се концентрација супероксид анјон радикала и 

долази до настанка пероксинитрита, који изазива оштећење ћелија и ткива (Štajn и сар., 

2007).  

1.4.2.2. Каталаза (CAT) 

Каталаза (САТ, EC 1.11.1.6) је хемохромопротеид, тетрамер од 4 идентичне 

субјединице које садрже хематин (хем-Fe3+ протопорфирин) групу у активном центру и 

има молекулску масу од 240 kDa. Основна улога каталазе је редукција водоник пероксида 

до воде и молекулског кисеоника. У зависности од концентрације супстрата одвијаће се 

каталазни или пероксидазни тип реакције.  

У каталазном типу реакције, када је продукција H2O2 брза, донор водоника је 

водоник пероксид (Percy, 1984). У пероксидазном типу реакције, донори водоника могу 

бити различита органска и неорганска једињења (алкохоли, нитрити, пирогалол, 

аксорбинска киселина), a крајњи продукти су нативни ензим, оксидовани косупстрат и 

вода. Ова реакција је спорија и јавља се у условима споре продукције пероксида или 

високе концентрације донора водоника (Štajn и сар., 2007). 

Каталаза је присутна код већине аеробних организама. Код сисара је присутна у 

готово свим ткивима, иако њена концентрација међу ткивима варира. Највиши ниво 

каталазне активности код сисара нађен је у јетри и еритроцитима, док је низак ниво САТ 

нађен у мозгу, срцу, скелетним мишићима и слезини. Ендотелне ћелје не садрже овај 

ензим. Унутар ћелија САТ се највећим делом налази у пероксизомима и митохондријама, 

као слободна или везана за мембрану. У еритроцитима 80-98% активности САТ испољава 

у цитосолу, док је само 2-20% везано за мембрану (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

1.4.2.3. Глутатион-пероксидаза (GSH-Px) 

Глутатион-пероксидаза (GSH-Px, EC 1.11.1.9) је заједничко име за групу ензима са 

више изоформи која има пероксидазну активност. GSH-Px је ензим који катализује 

глутатион-зависну редукцију водоник пероксида у воду, и органских хидропероксида у 

одговарајуће алкохоле, при чему настаје оксидовани глутатион: 

H2O2 + 2GSH → GSSG + 2H2O 

2GSH + ROOH → GSSG + ROH + H2O 
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GSH-Px је присутна у свим ћелијама кичмењака, док је бескичмењаци, биљке и 

прокариоте немају. Описане су три форме овог ензима:  

- селен-зависна (Se GSH-Px), која представља тетрамерни ензим, молекулске масе 

од 21.5 kDa, са по једним атомом селена (Se) у активном центру (у облику 

селеноцистеина). Ова форма ензима катализује редукцију и органских и неорганских 

супстрата. При нижој концентрацији H2O2, Se GSH-Px има већи афинитет према H2O2 и 

ефикаснија је у његовој редукцији од каталазе (Brigelius-Flohé, 1999);  

- селен-независна (non-Se GSH-Px) је мономер, молекулске масе од 22 kDa, и 

присутна је у јетри и плазми. Има мањи афинитет за H2O2, а ефикасна је у редукцији 

органских хидропероксида. Захтева високе концентрације GSH; 

- фосфолипид хидропероксид глутатион-пероксидаза (PH GSH-Px) је мономер са 

селеноцистеином у активном центру. Редукује H2O2, фосфолипидне хидропероксиде и 

пероксиде холестерола. PH GSH-Px је једини ензим који редукује мембранске 

фосфолипидне хидропероксиде, прекида процес липидне пероксидације, уз присуство 

физиолошких концентрација витамина Е, и тако има кључну улогу у ћелијском систему 

заштите од ROS (Cotgreave, 1988; Andreyev и сар., 2005). Све глутатион-пероксидазе за 

редукцију хидропероксида користе глутатион као тиол-супстрат. 

1.4.2.4. Глутатион-редуктаза (GR) 

Глутатион-редуктаза (GR, EC 1.6.4.2) је хомодимерни флавопротеин, са редокс 

активним дисулфидом у активном центру, молекулске масе од 120 kDa. Свака субјединица 

садржи простетичку групу FAD. GR је присутна код прокариота, и у цитосолу и 

митоходријама еукариотских ћелија. Овај ензим је неопходан за одржавање концентрација 

редукованог глутатиона. GR катализује реакцију редукције оксидованог глутатиона 

(GSSG) у редуковани глутатион (GSH), уз учешће NADPH као редукујућег кофактора: 

GSSG + NADPH+ H+ → 2GSH + NADP+ 

Каталитички циклус GR има две фазе, прво NADPH редукује FAD, при чему се 

редукујући еквивалент преноси на редокс активан дисулфид, а затим долази до редукције 

GSSG у активном центру ензима (Tandoğan и Ulusu, 2006). Редуковани GSH учествује у 

великом броју ензимских и неензимских реакција које су од пресудног значаја за 
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функционисање ћелије, при чему прелази у своју оксидовану GSSG форму. Ензим GR је 

заслужан за одржавање пула GSH углавном у редукованом стању, тако да има значајну 

улогу у регулацији редокс хомеостазе у ћелији (Forman и сар., 2009). 

1.4.2.5. Глутатион-S-трансфераза (GST) 

Глутатион-S-трансфераза (GST, EC 2.5.1.18) припада мултигенској фамилији 

протеина укључених у процесе детоксификације великог броја једињења. Улогу 

детоксификације остварује катализом коњјугације глутатиона са великим бројем 

електрофилних токсина и ксенобиотика (Mantle и сар., 1990). Присутна је код скоро свих 

аеробних организама. Највећу активност код сисара показује у јетри, где чини и до 10% 

свих протеина у цитосолу. Код еукариота GST изоензими се налазе у цитосолу и везани за 

мембране, а разликују се на основу каталитичких особина.  

Најзначајнија реакција ензима GST је коњугација GSH са различитим 

електрофилним супстратима (R-X), при чему настаје коњугат електрофилног супстрата и 

глутатиона (G-SR), чиме се смањује потенцијална реактивност R-X са ћелијским 

макромолекулима: 

GSH +R-X → G-SR + HX 

Цитосолне GST су димери, молекулске масе 50 kDa, осим код глодара код којих су 

као тримери заступљене у микрозомима, ендоплазматичном ретикулуму и на спољашњој 

мембрани митохондрија. Свака субјединица садржи два функционална региона у 

активним центрима: хидрофилни G-регион, који везује GSH, и хидрофобни H-регион, који 

везује структурно различите електрофилне супстрате. Након везивања GSH и 

електрофилног супстрата у активном центру протеина, активира се сулфхидрилна група 

GSH, што омогућава нуклеофилни "напад" на атом угљеника, азота или сумпора 

електрофилног једињења. Формација тиоетарске везе између GSH и електрофила, односно 

настанак GSH коњугата, резултује у мањој реактивности и већој растворљивости 

супстрата у води, тако да је ова реакција углавном детоксификационе природе.  

Осим детоксификације различитих егзогених једињења, коњугационе реакције са 

GSH су кључне и за метаболизам ендогених реактивних међупродуката. Својом 

активношћу GSH може да детоксификује штетне продукте липидне пероксидације, тако да 
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овај ензим има важну физиолошку улогу у заштити ћелије од оксидативног стреса који је 

индукован ендогеним липидним пероксидима. 

GST изоензими поред детоксификационе улоге остварују и транспортну и 

синтетичку улогу односно, делују као везујући протеини за транспорт стероида, неких 

лекова и метаболита, и учествују у синтези леукотриена и простагландина, остварујући 

каталитичку активност уз учешће GSH као супстрата. 

На основу аминокиселинског састава и супстратне специфичности GST изоензими 

су груписани у осам независних генетских класа: alpha, kappa, mu, omega, pi, sigma, theta и 

zeta (Halliwell и Gutteridge, 2007). 
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1.5. ФЛАВОНОИДИ 

Флавоноиди (од латинске речи flavus, са значењем жут) и њихови полимери 

представљају велику групу полифенолних секундарних метаболита биљака. Сматра се да 

код биљака имају улогу у остваривању симбиозе са микроорганизмима, гаметогенези, и у 

одбрамбеним механизмима насталим као одговор на бројне биотичке и абиотичке 

стресоре, попут заштите од UV-B радијације и фитопатогена (Pourcel и сар., 2007; Falcone 

Ferreyra и сар., 2012).  

Флавоноиди садрже два бензенова прстена (А и В), међусобно повезана трочланим 

угљеничним низом, од којих сваки има бар једну хидроксилну групу. Централни трочлани 

низ може да формира затворени пирански прстен (С) са једним од бензенових прстенова. 

Структурна разноликост флавоноида настаје као резултат бројних модификација основне 

скелетне структуре, у реакцијама хидрогенације, хидроксилације, О-метилације 

хидроксилних група, димеризације, везивања неорганског сулфата и гликолизацијом 

хидроксилних група (О-гликозиди) или флавоноидног језгра. На основу разлика у 

хемијској структури, базираним на основу везе бензеновог прстена са пиранским 

прстеном, и функционалним групама, класификовано је 5 подкласа флавоноида (Слика 5): 

флавоноли (енг. flavonols), флаваноли (енг. flavan-3-ols), антоцијанидини (енг. 

anthocyanidins), флавони (енг. flavones) и флаванони (енг. flavanones) (USDA Database for 

the Flavonoid Content of Selected Foods, 2013). До данас је изоловано преко 9000 

флавоноида (Hernández и сар., 2009). 
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Слика 5. Подкласе флавоноида 

Извор: Ren и сар., 2003 (модификовано) 
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1.5.1. КВЕРЦЕТИН 

Кверцетин (QЕ, Quercetin) припада подкласи флавонола (3,3',4',5,6-

пентахидроксифлавон (C15H10O7), молекулске масе 302.24 g/mol) (Слика 6). Флавоноли се 

у биљкама налазе углавном у гликозидним облицима, а QЕ представља агликонски облик 

који настаје хидролизом гликозида. Како су најбогатији извори ових флавоноида јабуке, 

цитруси, броколи, црни лук, бобичасто воће, чај и црвено вино, може се рећи да су 

флавоноли и QЕ присутни у свакодневној исхрани људи (Nutrient data laboratory).  

Синтеза флавонола у биљкама стимулисана је сунчевим зрацима, а флавоноли се 

акумулирају претежно у спољним слојевима плодова воћа. Могу да постоје различите 

концентрације флавонола у плодовима истог дрвета, чак и у истом плоду, у зависности од 

изложености сунчевим зрацима (D’Archivio и сар., 2007). 

 

 

 

 

Слика 6. Структура кверцетина 

Извор: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov 
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1.5.2. ЕПИКАТЕХИН 

Епикатехин (ЕC, (-)-Epicatechin) припада подкласи флаванола ((-)-cis-3,3',4',5,7-

пентахидроксифлаван, (C15H14O6), молекулске масе 290.27 g/mol) (Слика 7). Флаваноли се 

у биљкама јављају у више хемијских форми и деривата, али се, за разлику од осталих 

флавоноида, не налазе у гликозидном облику, већ као мономери (катехини) или полимери 

(проантоцијанидини). Полимери могу да садрже и до 17 мономера катехина. Катехини 

поседују два хирална центра и четири изомера. Два изомера су у trans конфигурацији ((+)-

катехин и (-)-катехин), а друга два у cis конфигурацији (епикатехини). ЕC представља 

најчешћи изомер епикатехина (Nagarajan и сар., 2008).  

Катехини и њихови полимери су најзаступљенији у зеленом и црном чају, какао 

продуктима, чоколади, црвеном вину, кајсијама и бресквама, хлебним зрнима (Nutrient 

data laboratory). Сматра се да човек исхраном унесе дневно од 100 до 300 mg катехина, у 

мономерној или полимерној форми (Rice-Evans и Packer 2003). Полимери катехина, 

проантоцијанидини, одговорни су за опори укус воћа, грожђа, вина и зеленог чаја и за 

горчину чоколаде (D’Archivio и сар., 2007).  

 

 

Слика 7. Структура (-)-епикатехина 

Извор: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 
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1.5.3. МЕТАБОЛИЗАМ ФЛАВОНОИДА 

Иако је важно у којој мери су поједини нутријенти заступљени у храни, још је 

важније колико су биорасположиви. Биорасположивост се дефинише као количина 

нутријента унета храном, апсорбована и метаболисана преко метаболичких путева 

(D’Archivio и сар., 2007). Флавоноли се, као и већина флавоноида, у храни налазе везани 

за шећере као β-гликозиди. Флаваноли се не налазе у гликозидном облику, али су 

присутни као полимери. Ни једни ни други не могу да буду апорбовани у таквом облику 

већ, да би били апсорбовани, морају да буду хидролизовани од стране ензима или 

микрофлоре. Облик који доспе у циркулацију зато може да буде другачији од облика 

унетог храном. 

У горњим деловима цревног тракта метаболичке промене ових флавоноида нису 

интензивне, мада у усној шупљини долази до хидролизе појединих QЕ гликозида, од 

стране ензима епителних ћелија или уз помоћ бактерија. Настанком фармаколошки 

активних QЕ агликона омогућен је њихов локални ефекат на инхибицију пролиферације 

канцера усне шупљине (Walle и сар., 2005). QЕ гликозиди, као и катехини, отпорни су на 

киселу средину желуца и у непромењеном облику доспевају до танког црева (D’Archivio и 

сар., 2007). 

Све подкласе флавоноида, подлежу интензивном метаболизму у јејунуму и илеуму 

танког црева, а метаболити се затим порталном веном допремају у јетру, где се врши даљи 

метаболизам (Слика 8 и 9). Апсорпција флавонола у танком цреву зависи од типа шећерне 

јединице QЕ гликозида. Кверцетин 3-О-β-гликозид се много боље апсорбује од рутина 

(QЕ рамнозилгликозида), па чак и од QЕ агликона, а биодоступност гликозида кверцетина 

из јабука (β-галактозиди и β-ксилозиди) износи свега 30 % од биодоступности кверцетина 

из црног лука (β-гликозид) (Hollman, 2004). Иако гликозиди имају ниску липофилност да 

би могли пасивно да дифундују кроз биолошке мембране попут агликона, два механизма 

објашњавају бољу апсорпцију гликозида у односу на QЕ агликон. 

Први механизам укључује мембрански транспортер SGLT-1 (натријум зависни 

глукозни транспортер), мада о овоме постоје опречна мишљења (Day и сар., 2003; Kottra и 

Daniel 2007). Њиме се гликозиди активним транспортом убацују у ентероците где затим 

подлежу дегликолизацији од цитосолне β-глукозидазе (GBА3), ензима укљученог у 
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детоксификацију биљних гликозида. Други механизам укључује хидролизу гликозида од 

лактаза-флоризин хидролазе (LPH), смештене на мембрани ентероцита са активним 

местом окренутим према лумену црева. Својом активношћу LPH отпушта QЕ агликоне, 

који потом пасивно дифундују преко мембране (Day и сар., 2003).  

ЕС и друге катехине мономере брзо апсорбује танко црево, док олигомери и 

полимери (проантоцијанидини) доспевају до колона где их метаболишу цревни 

микроорганизми. У апсорпцију катехина укључен је транспортер монокарбоксилата 

(MCT), који има улогу и у апсорпцији једноставних фенолних киселина (Vaidyanathan и 

Walle, 2003). Апсорпцију донекле умањују мембранске ATP-азе, које гликозиде, као и 

коњугате катехина, настале у ентероцитама, транспортују назад у лумен црева 

(Vaidyanathan и Walle, 2003). Слаба апсорпција полимера, проантоцијанидина, у танком 

цреву може да буде значајна за постизање локалних ефеката на цревни епител (Cheung и 

сар., 2014). 

Цревна микрофлора такође има значајну улогу у метаболизму флавоноида. 

Полимери катехина и QЕ гликозиди који нису апсорбовани у танком цреву, као и 

коњугати који су након апсорпције секретовани преко жучи, доспевају у колон. 

Деловањем ензима β-гликозидазе, α-рамнозидазе и β-глукуронидазе микрофлоре у колону, 

гликозидни облици се хидролизују у шећере и QЕ агликон, који онда може да буде  

апсорбован (Graf и сар., 2006). Микрофлора колона разлаже флавоноиде до продуката који 

се очигледно апсорбују, с обзиром да могу да се детектују у плазми и урину. 

Деградациони продукт флавонола је фенилсирћетна киселина, а катехина валеролактон 

(бензенов прстен са бочним ланцем од пет C-атома) (Hollman, 2004). Учешћем колона у 

метаболизму флавоноида настаје ентерохепатично кружење и продужава се време 

задржавања флавоноида у организму. 

Студије које су испитивале утицај других састојака хране на апсорпцију 

флавоноида показале су да је апсорпција флавонола или катехина из црног чаја 

непромењена у присуству млека у чају. Могло би се очекивати да апсорпција флавоноида 

из вина буде донекле повећана због присуства етанола који повећава њихову солубилност, 

али није детектовано повећање катехина у плазми (Donovan и сар., 1999; Hollman, 2004). 

Јетра је главни орган за метаболизам флавоноида. У јетри се од стране ензима II 

фазе обављају процеси метилације, сулфатације и глукоронидације флавонола и 
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флаванола, који представљају метаболичке процесе детоксификације заједничке за многе 

ксенобиотике (D’Archivio и сар., 2007). Овим процесима се повећава хидрофилност ових 

флавоноида са циљем да се убрза њихова елиминација из организма. Катехол-О-метил 

трансфераза (COMT) је један од ензима који учествује у процесима метилације кверцетина 

и катехина, и мада је присутна у другим ткивима, њена активност је најизраженија у јетри. 

Метилација катехина се, захваљујући деловању COMT обавља и у танком цреву. 

Сулфатација флавоноида настаје деловањем сулфотрансфераза, које катализују трансфер 

сулфата са 3-фосфоаденозин-5-фосфосулфата на хидроксилне групе флавоноида. За 

глукуронидацију флавоноида у јетри, али и у танком цреву, одговорне су UDP-

глукуронозилтрансферазе, мембрански везани ензими у ендоплазматичном ретикулуму. 

Поред реакција коњугације, флавоноиди у мањој мери подлежу и процесима оксидације, 

који могу да утичу на њихову биолошку активност. Хидроксилацијом и деметилацијом 

катализованим од CYP (енг. cytochrome P450) изоензима могу да настану метаболити 

мање или више активни од почетног (Breinholt и сар., 2002). Индивидуалне разлике у 

активности ових ензима могу да утичу на различит исход деловања флавоноида. 

Процеси коњугације флавонола су врло ефикасни тако да се у плазми готово не 

срећу агликонски облици кверцетина. Најприсутнији коњугат кверцетина у плазми је 3-О-

β-D-глукуронид (D’Archivio и сар., 2007). За разлику од кверцетина, агликони (мономери) 

катехина у плазми могу да се детектују од 10 до 80 % у зависности од типа катехина 

(Hollman, 2004). Поред катехина, циркулишући катехински метаболити су углавном 

глукуронидни коњугати, (+)-катехин 5-О-β-глукуронид и (-)-епикатехин 5-О-β-

глукуронид, као и 3'-О-метил катехин. Мада метилација, као и глукуронидација, може да 

смањи биоактивност флавоноида, може да утиче и на смањење њихове потенцијалне 

токсичности, с обзиром да катехолне групе могу бити оксидоване у токсичне хиноне 

(Scalbert и сар., 2002).  

Метаболити се у плазми налазе везани за албумине, а афинитет за везивање варира 

у зависности од хемијске структуре, па тако и стопа екскреције или снабдевање ћелија и 

ткива (D’Archivio и сар., 2007). Још увек није сасвим јасно да ли биолошке ефекте 

флавоноиди остварују у слободној форми или везани за албумин. Студија Dufour и сар. 

(2007), показала је да кверцетин ефикасно одлаже процес липидне пероксидације и у 

везаној форми.  
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Слика 8. Метаболички путеви флавонола (кверцетина) 

Извор: Pérez-Cano и сар., 2013. (модификовано) 

Након оралног уноса флавонола, максималне концентрације у плазми постижу се 

за око 0.5 до 6 сати, а концентрација опада у току наредних 24 до 48 сати. Катехини се, 

након оралног уноса углавном метаболишу у наредних 24 часа. Глукорониди и 

интензивно коњуговани метаболити елиминишу се преко жучи, док се мали коњугати, 

попут моносулфата екскретују урином (D’Archivio и сар., 2007). Док за друге подкласе 

флавоноида проценат уринарне екскреције може да износи и до 60 % од количине унетих 

флавоноида, за флавоноле износи свега 0.1 до 3.6 % (Hollman, 2004). Добра апсорпција и 

низак проценат екскреције гликозида кверцетина упућују на интензивни метаболизам овог 

флавоноида. Проценат уринарне екскреције за катехине из зеленог чаја и црвеног вина је у 

рангу од 0.5 до 10 %, а за епикатехин из какаоа до 30 % (D’Archivio и сар., 2007). 
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Ефекти које флавоноиди остварују зависе од њиховог уноса и биорасположивости, 

а она обухвата интестиналну апсорпцију, метаболизам микрофлоре, метаболизам у 

цревима и јетри, природу циркулишућих метаболита, везивање за албумин, акумулацију у 

ткивима и билијарну и уринарну екскрецију. Података о биорасположивости метаболита и 

метаболичким облицима флавоноида који доспевају до ћелија и ткива још увек има мало, 

не само у студијама на људима већ и на животињским моделима. 

 

Слика 9. Метаболички путеви флаванола (катехина) 

Извор: Pérez-Cano и сар., 2013. (модификовано) 



Увод 

 41

1.5.4. БИОЛОШКА АКТИВНОСТ ФЛАВОНОИДА 

Флавоноиди показују широк спектар биолошке активности, па исхрана биљним 

производима у којима су широко заступљени делује превентивно на очување здравља. 

Због својих активности флавоноиди имају важну улогу у и фармацеутској индустрији као 

лекови и антиоксиданти. Извор флавоноида, поред биљака у исхрани, могу бити и 

суплементи који се користе као алтернативна терапија за лечење алергија, астме, 

бактеријских инфекција, артритиса, гихта, хипертензије и неуродегенеративних 

поремећаја (Larson и сар., 2012). 

Често конзумирање катехина у исхрани повезано је са смањењем ризика од 

кардиоваскуларних болести. Појам „француски парадокс“ односи се на појаву да 

становништво јужне Француске мање болује од кардиоваскуларних болести, иако њихова 

исхрана садржи већу количину засићених масти него просечна исхрана становништва 

осталих развијених земаља. Истраживања тог феномена показују да разлог може бити 

конзумирање умерене количине црног вина, које може да смањи ризик од болести срца и 

до 40 % (Nijveldt и сар., 2001). Механизми којима катехини остварују протективно дејство 

на кардиоваскуларни систем укључују регулацију васкуларног тонуса повећањем 

еластичности зида капилара, имуномодулацију, ефекте на функције тромбоцита и 

инхибицију оксидативног стреса (Bøhn и сар., 2012; Peng и сар., 2013).  

Катехини црног вина спречавају оксидацију LDL-холестерола, умањују његову 

растворљивост и апсорпцију у цреву, и побољшавају метаболизам глукозе (Ikeda и сар., 

1992). QE такође показује јаку антидијабетичну активност, инхибирајући кључне ензиме 

α-глукозидазу, α-амилазу и липазу (Larson и сар., 2012). Нађено је да агликони и 

гликозиди кверцетина, као и катехини, инхибирају експресију и активност 

циклооксигеназа, липооксигеназа, ксантин оксидаза и фосфодиестераза, ензима 

укључених у процесе инфламације и атеросклерозе (Middleton и сар., 2000; Ishizawa и сар., 

2011; Peng и сар., 2013). Кверцетин и његови метаболити инхибирају мијелопероксидазу, 

коју секретују активирани неутрофили и макрофаги (Shiba и сар., 2008), отпуштање 

хистамина и синтезу интерлеукина у базофилима (Kawai и сар., 2007).  

Антивирусна активност кверцетина и катехина показана је на преко 11 типова 

вируса, укључујући херпес, коксаки и полио вирус, и сматра се да вероватно укључује 
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инхибицију вирусне полимеразе. Метаболити кверцетина и катехина показују 

бактериостатичко и бактерицидно дејство, инхибирањем синтезе нуклеинских киселина 

или функција ћелијске мембране бактерија (Cushnie и Lamb, 2005; Ishisaka и сар., 2011). 

Флавоноиди испољавају антиканцерогено деловање, што је показано на ћелијским 

линијама in vitro и код експерименталних животиња. Описано је више механизама, који 

укључују инхибицију пролиферације, активацију и контролу апоптозе, модулацију 

ћелијских сигналних путева и индукцију ензима II фазе детоксификације (Ren и сар., 2003; 

Walle и сар., 2005; Nagarajan и сар., 2008;  Bøhn и сар., 2012; Batra и Sharma, 2013).  

Доста пажње последњих година посвећено је њиховом антиоксидативном 

деловању. У in vitro студијама ефеката агликона и гликозида кверцетина показано је да су 

у стању да инхибирају процес липидне пероксидације (Middleton и сар., 2000; Graf и сар., 

2006). Lotito и Fraga (1998) су објавили да катехини in vitro спречавају оксидацију хумане 

плазме. Редовно конзумирање хране богате флавоноидима доприноси смањењу 

неуродегенеративних поремећаја код деменције или Паркинсонове и Алцхајмерове 

болести. Показано је да су кверцетини и катехини у стању су да умање последице 

оксидативног стреса у неуронима које прате ове болести (Zhao 2009; Ishisaka и сар., 2011). 

Бројне студије показују да ови флавоноиди имају хепатопротективно дејство (Quine и 

Raghu, 2005; Si и сар., 2011), и да су у стању да умање оштећења бубрежних тубула 

(Tanabe и сар., 2012; Hsieh и сар., 2013). Исхрана богата кверцетином пружа заштиту од 

оштећења коже индукованих UV зрачењем (Svobodova и сар., 2003). 

Антиоксидативно деловање флавоноида резултат је њиховог капацитета да 

хелирају јоне транзиционих метала и/или способности да „хватају“ и неутралишу 

слободне радикале, као донори водоника или електрона (Bors и сар., 1990; Mira и сар., 

2002). У реакцији флавоноида са слободним радикалима настају мање реактивни 

флавоноидни феноксидни радикали (Middleton и сар., 2000). Способност да прекину 

ланчане реакције оксидације флавоноиди имају захваљујући хидроксилним групама у B-

прстену, при чему ефикасност зависи од броја и позиције хидроксилних група (Mira и сар., 

2002). 
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2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 
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Бакар као есенцијални микроелемент има важну улогу у биолошким системима 

међутим, повећане концентрације могу да изазазову токсичне ефекте. Бакар као прелазни 

метал може да стимулише продукцију реактивних врста кисеоника преко Fenton-ове и 

Haber-Weiss-ове реакције и доведе до оксидативних оштећења у еритроцитима и ткивима, 

пре свега у јетри која учествује у његовом метаболизму.  

Флавоноиди чине бројну групу природних биљних полифенолних једињења која 

поседују антиоксидативни капацитет. Флавоноиди могу да испоље своја антиоксидативна 

својства различитим механизмима, који произилазе из директне реакције са слободним 

радикалима или хелацијом јона метала, који би у даљим реакцијама произвели слободне 

радикале. У највећем броју студија in vivo, истраживања деловања флавоноида односила 

су се на флавоноиде у биљним екстрактима.  

Циљ истраживања ове докторске дисертације је испитивање ефеката субхроничне 

интоксикације бакром на хематолошко-биохемијске параметре у крви, оксидативни 

метаболизам еритроцита и параметре оксидативног стреса у јетри пацова. Такође, циљ је и 

испитивање потенцијалних антиоксидативних и цитопротективних ефеката, односно 

протективног капацитета и синергистичког деловања флавоноида кверцетина (QЕ) и 

епикатехина (ЕC), као чистих супстанци, у условима оксидативног стреса. Упоређивани 

су и ефекти примењених флавоноида и комерцијалног лека D-пенициламина (DPA) који 

се користи за третман обољења чији је узрок повећано акумулирање бакра у ткивима 

(Вилсонова болест). 

 

У експерименталном раду ове докторске дисертације испитивани су: 

- хематолошки параметри: број еритроцита (RBC), концентрација хемоглобина 

(Hb), хематокрит (Hct), број леукоцита (WBC), број тромбоцита (Plt), 

хематолошки индекси,  

- биохемијски параметри у крви: концентрације електролита (K, Na, Ca, Fe, 

фосфата), концентрације укупних протеина, албумина, глукозе и укупног 

холестерола, активности ензима аспартат аминотрансферазе (AST), аланин 

аминотрансферазе (ALT), алкалне фосфатазе (ALP), гама-глутамил 

транспептидазе (GGT) и лактат дехидрогеназе (LDH), 
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- одређивање редокс-статуса: 

-   концентрације липидних пероксида (LPO) у еритроцитима и јетри, 

- концентрације реактивних врста кисеоника и азота у еритроцитима: 

супероксид анјон радикала (O2
•-), водоник пероксида (H2O2) и нитрита 

(NO2
-),  

- концентрације редукованог (GSH) и оксидованог глутатиона (GSSG) у 

еритроцитима и јетри,  

-  концентрације аскорбинске киселине (Vit C) у јетри, 

- активности антиоксидативних заштитних ензима: супероксид-дисмузе 

(SOD), каталазе (CAT), глутатион-пероксидазе (GSH-Px), глутатион-

редуктазе (GR), као и глутатион-S-трансферазе (GST) у еритроцитима и 

јетри, и 

- концентрације бакра и церулоплазмина (CP) у еритроцитима и јетри. 



Материјал и методе 

 46

3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
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3.1. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНЕ ЖИВОТИЊЕ 

Студија је изведена на мужјацима пацова соја Wistar albino, старим 8 недеља и 

тежине 230 ± 20 g на почетку експеримента. Животиње су гајене у појединачним 

пластичним кавезима у стандардним лабораторијским условима (температура 22 ± 2°C; 12 

часовни циклус светлост/мрак) у виваријуму Природно-математичког факултета у 

Крагујевцу. Животиње су добијале стандардну брикетирану храну (Ветеринарски завод 

Земун) и воду ad libitum. Експерименти су изведени у складу са Законом о добробити 

животиња („Службени гласник РС“, број: 41/09) донетом од стране Министарства 

пољопривреде, шумарства и водопривреде 2009. године, на основу Директиве 86/609 

Европске конвенције о заштити кичмењака намењених у огледне и друге научне сврхе 

(ETS 123).  

3.2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ТРЕТМАН 

Након периода адаптације од недељу дана, животиње су насумично подељене у 5 

група. У свакој групи било је по 7 животиња: 

1. Контрола – примала физиолошки раствор (0.3 ml, i.p.),  

2. Cu – третирана бакром (као CuCl2·2H2O у концентрацији од 560 mg/L) преко 

воде за пиће у трајању од 5 недеља,  

3. Cu+DPA – третирана бакром (као CuCl2·2H2O у концентрацији од 560 mg/L) 

преко воде за пиће у трајању од 5 недеља и комерцијалним леком D-

пенициламином (DPA, Sandoz, Austria) (50 mg/kg TT, у 0.3 ml редестиловане 

воде, i.p.) сваког другог дана током последње 2 недеље експеримента. 

Животиње су примиле укупно 5 инјекција. 

4. Cu+QE+EC – третирана бакром (као CuCl2·2H2O у концентрацији од 560 mg/L) 

преко воде за пиће 5 недеља, а затим флавоноидима кверцетином и 

епикатехином (40 mg QE/kg ТT + 40 mg EC/kg TT, у 0.3 ml редестиловане воде, 

i.p.) сваког трећег дана током последње 3 недеље експеримента. Животиње су 

укупно примиле 7 инјекција. 

5. QE+EC – третирана флавоноидима кверцетином и епикатехином (40 mg QE/kg 

ТT + 40 mg EC/kg TT, у 0.3 ml редестиловане воде, i.p.) сваког трећег дана 
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током последње 3 недеље експеримента. Животиње су укупно примиле 7 

инјекција. 

Концентрација CuCl2·2H2O у води за пиће која је понуђена животињама утврђена је 

на основу оралне средње леталне дозе (LD50) за пацове (WHO). Количина воде и раствора 

CuCl2·2H2O коју су животиње попиле мерена је сваког трећег дана. Није било угинулих 

животиња.  

3.3. ЖРТВОВАЊЕ ЖИВОТИЊА И ПРИПРЕМА УЗОРАКА 

На крају експерименталног периода од пет недеља, 24 h након последње инјекције, 

животиње су измерене, анестезиране етром и жртвоване декапитацијом. Животиње су 

дисековане на леду, одвојено ткиво јетре испрано је у хладном физиолошком раствору и 

замрзнуто на -80 ºС до будућих биохемијских анализа. Изоловано ткиво јетре је даље 

припремано за одређивање концентрације липидних пероксида (LPO), глутатиона (GSH), 

аскорбинске киселине (Vit C), протеина, активности ензима система антиоксидативне 

заштите (AOS), концентрације бакра и церулоплазмина. 

Анализе хематолошких и биохемијских параметара у крви рађене су на дан 

жртвовања у акредитованој биохемијској лабораторији у Крагујевцу. За хематолошке 

анализе пуна крв сакупљана је у микротубе са антикоагулансом K-EDTA. За анализу 

биохемијских параметара пуна крв сакупљана је у епрувете без антикоагуланаса. Након 

центрифугирања од 10 минута на 1000×g издвојен је серум. 

Анализе биомаркера оксидативног стреса и компоненти AOS, рађене су у лизату 

еритроцита и супернатанту јетре у Лабораторији за Експерименталну физиологију, 

Института за биологију и екологију на Природно-математичком факултету у Крагујевцу. 

Све хемикалије, коришћене за прављење раствора и пуфера, биле су аналитичког (pro 

analysi) степена чистоће, купљене од фирми Sigma-Aldrich (Germany) и Merck (Darmstadt, 

Germany).  

За анализе биомаркера оксидативног стреса и компоненти AOS пуна крв сакупљана 

је у епрувете са хепарином. Узорци хепаринизоване крви центрифугирани су 10 минута на 

1000×g (+4 °С). Еритроцити су одвојени од плазме, испрани три пута физиолошким 

раствором (0.9 %, v/v) у односу 1:3, центрифугирани 10 минута на 1000×g и лизирани на 

леду 30 минута.   
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3.4. АНАЛИТИЧКЕ МЕТОДЕ 

3.4.1. ХЕМАТОЛОШКЕ АНАЛИЗЕ 

Хематолошка анализа обухватила је одређивање следећих параметара: броја 

еритроцита (RBC), хемоглобина (Hb), хематокрита (Hct), укупних леукоцита (WBC), 

лимфоцита (Lym), моноцита (Mon), гранулоцита (Gra), тромбоцита (Plt), тромбокритa 

(Pct), као и хематолошких индекса: MCV (Mean Cell Volume – просечан волумен 

еритроцита), MCH (Mean Cell Hemoglobin – просечна концентрација хемоглобина), MCHC 

(Mean Cell Hemoglobin Concentration – просечна концентрација хемоглобина по 

еритроциту), RDW (Red Cell Distribution Width – расподела еритроцита по волумену), MPV 

(Mean Platelet Volume – просечан волумен тромбоцита), PDW (Platelet Distribution Width – 

расподела тромбоцита по волумену). Анализе су обављене стандардним методама и 

процедурама на аутоматизованом хематолошком анализатору Horiba Medical ABX Micros 

60 (Japan). 

3.4.2. БИОХЕМИЈСКЕ АНАЛИЗЕ 

Биохемијска анализа обухватила је одређивање следећих параметара у серуму: 

укупних протеина, албумина, глукозе, укупног холестерола, активности ензима аспартат 

аминотрансферазе (AST), аланин аминотрансферазе (ALT), алкалне фосфатазе (ALP), 

гама-глутамил транспептидазе (GGT) и лактат дехидрогеназе (LDH) и концентрације 

калијума (K), натријума (Na), калцијума (Ca), гвожђа (Fe) и укупних фосфата (Phos).  

Концентрација укупних протеина одређена је биуретском колориметријском 

методом.  Концентрације глукозе и укупног холестерола и активности ензима AST, ALT, 

ALP, GGT и LDH одређене су спектрофотометријски (BioSystem BTS 330, Spain). Глукоза 

се под дејством ензима глукозооксидазе оксидише до глуконске киселине уз издвајање 

водоник пероксида. Оксидативном кондензацијом донора водоника, фенола, у присуству 

пероксидазе настаје хромоген хинонимин са максимумом апсорпције на 510 nm. Метода 

за одређивање концентрација укупног холестерола заснива се на хидролизи холестерол 

естара до холестерола и масних киселина, под дејством холестеролестеразе (CHOD-PAP 

спектрофотометријска метода). AST катализује рекцију трансаминације, при чему настаје 

оксалацетат, који се редукује до малата у присуству NADH. Брзина оксидације NADH је 
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директно пропорционална активности AST. ALT катализује реакцију трансаминације, при 

чему настаје пируват, који се редукује до лактата у присуству NADH. Брзина оксидације 

NADH је директно пропорционална активности ALT. Активност ALP одређена је на 

основу њене особине да катализује хидролизу фенолно или алкохолно фосфатних естара, а 

ослобођена количина фосфата мери се спектофотометријски са амонијум молибдатом. 

Активност GGT одређена је спектрофотометријски на 412 nm, уз коришћење глицил 

глицина као акцептора гама-глутамил групе чији трансфер катализује овај ензим. 

Активност LDH је одређена на основу њене особине да катализује редукцију пирувата до 

лактата, уз присуство NADH, при чему је брзина оксидације NADH директно 

пропорционална активности LDH. Концентрације електролита K, Na, Ca, Fe и Phos у 

серуму одређене су директном потенциометријом са јон селективним електродама 

(Electrolyte analyzer Easylite, Medica, USA).  

3.4.3. АНАЛИЗЕ БИОМАРКЕРА ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА  

3.4.3.1. Одређивање концентрација ROS и RNS у лизату еритроцита 

Раствори: 

• 3 M перхлорна киселина (PCA)  

• 20 mM етилендиаминотетрасирћетна киселина (EDTA) 

• 2 M калијум карбонат (K2CO3) 

Експериментални поступак: 

Узорци за одређивање концентрације ROS екстраховани су из лизата еритроцита уз 

коришћење 3 M PCA и 20 mM раствора EDTA, у запреминском односу 1:½:2 (0.6 ml 

лизата + 0.3 ml 3 M PCA + 1.2 ml 20 mM EDTA). Екстракција је вршена на леду у трајању 

од 15 минута. По завршеној екстракцији узорци су центрифугирани 10 минута на 1000×g. 

Добијени супернатант (~1 ml) издвајан је у чисте тубе и неутралисан (pH 7.0) 2M 

раствором K2CO3 (~ 150 µl).  

Концентрације ROS одређене су на основу апсорбанце, која је мерена 

спектофотометријски у претходно добијеним екстрактима (L-Arg екстракти). Разблажења 

у току прављења хемолизата, екстракције и спектофотометријског очитавања узета су у 

обзир при прерачунавању концентрација.   
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3.4.3.1.1. Одређивање концентрације супероксид анјон радикала (O2
•-)  

Концентрација O2
•- одређена је методом по Auclair и Voisin-у (1985). Метода 

представља тест, који се користи као мера стварања O2
•- у хемијским и биолошким 

системима, а заснива се на редукцији нитроблу-тетразолијума (NBT) до нитроблу-

формазана у присуству O2
•-.  

Раствори: 

• 50 mM Tris-HCl пуфер (pH 8.6) 

• 0.1 mM EDTA 

• 0.1 mM NBT  

• 0.1 mg/ml гелатин 

Експериментални поступак: 

Апсорбанца слепе пробе (А1) 0.95 ml реакционе смеше (50 mM Tris-HCl пуфер (pH 

8.6), 0.1 mM EDTA, 0.1 mM NBT и 0.1 mg/ml гелатина) и 0.05 ml дестиловане воде очитана 

је на 550 nm (UV/VIS spectrophotometer, Jеnway, UK). Апсорбанца узорка (А2) очитана је 5 

минута након реакције која почиње додавањем 0.95 ml реакционе смеше у 0.05 ml L-Arg 

екстракта на 550 nm. На основу разлике у апсорбанцама ∆А (A2-A1) и моларног 

екстинционог коефицијента (F), који за 1 µmol моноформазана износи 0.015 на 550 nm, 

израчунате су концентрације O2
•- и изражене у nmol/L еритроцита. 

3.4.3.1.2. Одређивање концентрације водоник пероксида (H2O2)  

Метода за одређивање концентрације H2O2 заснива се на оксидацији фенол црвеног 

(Phenol Red) водоник пероксидом у присуству пероксидазе рена (Horseradish Peroxidase - 

HRPO) као катализатора (Pick и Keisari, 1980). 

 

Раствори: 

• 0.28 mM фенол црвено (phenol red solution- PRS) 

• пероксидаза рена тип II ензим 1 Јед./ml (HRPO) 

• 1 М NaOH 
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Експериментални поступак: 

У 0.05 ml L-Arg екстракта додато је 0.05 ml реакционе смеше (0.28 mM PRS и 

HRPO тип II ензим 1 Јед./ml). Реакциона смеша је мешана на вортекс мешалици и 

инкубирана 60 минута на 37 °С. После инкубирања, реакција је заустављена  додавањем 

0.01 ml 1 М NaOH. Слепа проба и серија стандардних раствора (С1 - 2.5 nmol/ml, С2 - 5 

nmol/ml, С3 - 10 nmol/ml, С4 - 20 nmol/ml) прошли су кроз исту процедуру. На основу 

апсорбанце очитане на 600 nm на Elisa microplate читачу (Optic Ivymen System, Model 2100-

c; Biotech SL, Spain) за стандардне растворе, одређен је екстинциони коефицијент F = (∆А1 

+∆А2+∆А3+∆А4)/4, где је ∆А разлика апсорбанци стандардног раствора и апсорбанце 

слепе пробе. На основу апсорбанце узорка очитане на 600 nm и екстинкционог 

коефицијента F за H2O2, одређена је концентрација H2O2 и изражена у nmol/L еритроцита. 

3.4.3.1.3. Одређивање концентрације нитрита (NO2
-)  

Концентрација NO2
-, као индикатора NO, одређена је по методи Green-а и сар. 

(1982). У аеробном воденом раствору NO се примарно оксидује у NO2
- (Ignarro и сар., 

1993). 

Раствори: 

• сулфаниламидни реагенс (1% сулфаниламид у 5% фосфорној киселини), 

• 0.1 % N-(1-Naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride (NED) 

Експериментални поступак: 

У 0.05 ml L-Arg екстракта додато је 0.05 ml сулфаниламидног реагенса (1% 

сулфаниламид растворен у 5% фосфорној киселини). После мешања на вортекс мешалици 

и инкубирања 10 минута на собној температури, смеши је додато 0.05 ml 0.1 % раствора 

NED-a. Након мешања на вортекс мешалици и инкубирања 10 минута на собној 

температури у мраку, апсорбанца је очитана на 550 nm на Elisa microplate читачу (Optic 

Ivymen System, Model 2100-c; Biotech SL, Spain). Слепа проба и серија стандардних 

раствора (С1 - 3 nmol/ml, С2 - 6 nmol/ml, С3 - 12 nmol/ml, С4 - 24 nmol/ml, С5 - 48 nmol/ml, 

С6 - 72 nmol/ml) прошли су кроз исту процедуру. На основу апсорбанце очитане на 550 nm 

за стандардне растворе одређен је екстинциони коефицијент F = (∆А1+∆А2+∆А3+∆А4+∆А5 

+∆А6)/6, где је ∆А разлика апсорбанци стандардног раствора и апсорбанце слепе пробе. На 
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основу очитане апсорбанце узорка и слепе пробе, екстинционог коефицијента F и фактора 

разблажења Fd израчуната је концентрација NO2
- и изражена у µmol/L еритроцита.  

3.4.3.2. Одређивање концентрације липидних пероксида (LPO) у 

еритроцитима и ткивима  

Метода за одређивање концентрације LPO (TBARS анализа - Thiobarbituric Acid 

Reactive Substances assay) заснива се на реакцији продуката липидне пероксидације 

(малонилдиалдехида - MDA) са тиобарбитурном киселином (TBA) (Ohkawa и сар., 1979).  

Еритроцити 

Раствори: 

• 28%  трихлорсирћетна киселина (TCA) 

• 0.1 М натријум-арсенит 

• 1 % TBA (у 0.05 N расвору NaOH) 

Експериментални поступак: 

Липидни пероксиди су екстраховани из лизата еритроцита додавањем 0.4 ml 28% 

TCA (у 0.1 М натријум-арсениту) и 0.8 ml лизата. После 15 минута екстракције на леду, 

узорци су центрифугирани 10 минута на 1000×g. У 0.8 ml добијеног супернатанта додато 

је 0.2 ml 1% раствора TBA у 0.05 N расвору NaOH. Смеша је мешана на вортекс мешалици 

и инкубирана 15 минута на 100 oC. Кроз исту процедуру прошла је и слепа проба (0.8 ml 

dH2O + 0.2 ml 1% раствора TBA у 0.05 N расвору NaOH). Апсорбанце, на основу којих је 

одређена концентрација, очитане су спектрофотометријски (UV/VIS spectrophotometer, 

Jеnway, UK). На основу апсорбанце узорка и слепе пробе очитане на 530 nm, моларног 

екстинционог коефицијента (F), који за 1 µmol малондиалдехида износи 1.56×10
5
, и 

фактора разблажења (Fd), израчунате су концентрације LPO и изражене у µmol/L 

еритроцита. 

Ткива 

Раствори: 

• 1,15% KCl 

• 28% TCA 

• 1% TBA (0.05 M NaOH) 

• 8.1% SDS  
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• 20% CH3COOH (pH 3.5) 

• n-бутанол/пиридин (15:1 v/v) 

Експериментални поступак: 

Након постепеног одмрзавања 100 mg ткива јетре одмерено је на техничкој ваги и 

хомогенизовано у 1 ml 1,15% KCl (у односу 1:10) (IKA ULTRA-TURRAX T18 basic, 

Germany), а затим сонификовано ултрасоничним хомогенизатором (BANDELIN 

SONOPLUS HD2070, Germany) на фреквенцији од 20 KHz у трајању од 10 секунди. У 1 ml 

сонификата додато је 3.9 ml раствора (0.2 ml 8.1% SDS + 1.5 ml 20% CH3COOH (pH 3.5) + 

1.5 ml 1% TBA у NaOH + 0.7 ml dH2O). Након инкубирања од 60 минута на 95 °C, 

издвојено је 2 ml охлађеног узорка и додато 0.5 ml dH2O и 2.5 ml n-бутанола са пиридином 

(15:1 v/v). Смеша је промешана на вортексу и центрифугирана 10 минута на 1500×g. У 

супернатанту је очитана апсорбанца на 530 nm (UV/VIS spectrophotometer, Jеnway, UK). 

Кроз исту процедуру прошла је и слепа проба. Концентрација је приказана као nmol 

MDA/g ткива уз коришћење моларног екстинкционог коефицијента за MDA који износи 

1.56×105 M−1·cm−1. 

 

3.4.4. АНАЛИЗЕ НЕЕНЗИМСКИХ КОМПОНЕНТИ AOS 

Неензимске компоненте AOS, редуковани глутатион (GSH) и оксидовани 

глутатион (GSSG), одређени су у лизату еритроцита и супернатанту јетре, а концентрација 

аскорбинске киселине (Vit C) у супернатанту јетре. Глутатион редокс индекс (GSH RI) 

израчунат је на основу формуле и изражен у арбитрарним јединицама (AU, енг. Аrbitrary 

Unit) (Benzi и сар., 1988): 

 

GSH RI = ( [GSH] + 2 [GSSG] ) / (2 [GSSG] × 100) 
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 3.4.4.1. Одређивање концентрације GSH  

Концентрације GSH одређене су по методи Beutler-а (1975а), која се заснива се на 

оксидацији GSH 5,5-дитио-бис-2-нитробензоевом киселином (DTNB). 

 

Еритроцити 

Раствори: 

• 0.1% EDTA 

• раствор за преципитацију (1.67 g метафосфорне киселине, 0.2 g EDTA и 30 g 

NaCl растворено у 100 ml dH2O) 

• 0.3 M Na2HPO4  

• 40 mg% DTNB, раствореног у 1% раствору Na-цитрата 

Експериментални поступак: 

У 0.05 ml лизата еритроцита додато је 0.2 ml 0.1% EDTA и 0.385 ml раствора за 

преципитацију. Узорци су екстраховани на леду 15 минута и центрифугирани 10 минута 

на 1000 × g. Супернатант је коришћен за мерење GSH и GSSG. 

У 0.02 ml супернатанта додато је 0.16 ml 0.3 M Na2HPO4 и 0.02 ml 0.04% DTNB у 

1% Na-цитрату. После инкубације од 10 минута на собној температури, очитана је 

апсорбанца на Elisa microplate читачу (Optic Ivymen System, Model 2100-c; Biotech SL, 

Spain) на 405 nm. Исти поступак је спроведен за слепу пробу и серију стандардних 

раствора GSH (С1 - 15 µmol/ml, С2 - 30 µmol/ml, С3 - 45 µmol/ml, С4 - 60 µmol/ml). На 

основу апсорбанце очитане за стандардне растворе одређен је екстинциони коефицијент   

F = (∆А1+∆А2+∆А3+∆А4)/4, где је ∆А разлика апсорбанце стандардног раствора и 

апсорбанце слепе пробе. На основу вредности апсорбанци узорака и слепе пробе, 

екстинкционог коефицијента F и фактора разблажења Fd, израчунате су концентрације 

GSH и изражене у nmol GSH/ml еритроцита. 
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Ткива  

Раствори: 

• преципитациони раствор (0.1 M Na-фосфатни пуфер у 0.005 M EDTA (pH 8.0) 

и 25% HPO3) 

• 0.1% EDTA 

• 0.3 M Na2HPO4  

• 0.04% DTNB у 1% Na-цитрату 

Експериментални поступак: 

Након постепеног одмрзавања 100 mg ткива јетре одмерено је на техничкој ваги и 

хомогенизовано на леду у 1.9 ml преципитационог раствора (1.5 ml 0.1 M Na-фосфатни 

пуфер у 0.005 M EDTA (pH 8.0) + 0.4 ml 25% HPO3) у односу 1:20 (IKA ULTRA-TURRAX 

T18 basic, Germany), а затим сонификовано ултрасоничним хомогенизатором (BANDELIN 

SONOPLUS HD2070, Germany) на фреквенцији од 20 KHz у трајању од 10 секунди. Узорци 

су центрифугирани 30 минута на 10000×g на 4 °C. Супернатант је коришћен за мерење 

GSH и GSSG. 

У 0.5 ml супернатанта додато је 0.75 ml 0.2 M Na-PO4 пуфера (pH 7.4), 0.1 ml 0.04% 

DTNB у 1% Na-цитрату и 0.04 ml NaOH, а затим инкубирано 15 минута на собној 

температури. Апсорбанце су очитане на Elisa microplate читачу (Optic Ivymen System, 

Model 2100-c; Biotech SL, Spain) на 405 nm. На основу вредности апсорбанци очитаних за 

узорке и слепу пробу, екстинкционог коефицијента F и фактора разблажења Fd, 

израчунате су концентрације GSH и изражене као nmol GSH/mg протеина. 
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3.4.4.2. Одређивање концентрације GSSG  

Концентрације GSSG  одређене су по методи Beutler-а (1975б). Метода се заснива 

на редукцији GSSG у GSH у присуству глутатион-редуктазе (GR) и NADPH као 

кофактора. 

Еритроцити и ткива 

Раствори: 

• 4-винилпиридин (растворен у етанолу у односу 1:4) 

• 0.08 M K-PO4 пуфер (pH 7.4) 

• 0.2 mM NADPH  

• GR (1.0 Јед./ml) 

• 1.5 mM DTNB (растворен у 5% NaHCO3) 

Експериментални поступак: 

У 0.4 ml GSH екстракта (супернатанта) додато је 0.008 ml 4-винилпиридина 

(раствореног у етанолу у односу 1:4). Након инкубације од 10 минута на собној 

температури, одмерено је 0.05 ml узорка и додато 0.1 ml реакционе смеше ензима која 

садржи 0.08 M K-PO4 пуфер (pH 7.4), 0.2 mM NADPH, 1.5 mM DTNB (растворен у 5% 

NaHCO3) и GR (1.0 Јед./ml). После инкубације од 10 минута на собној температури 

очитане су апсорбанце на 405 nm на Elisa microplate читачу (Optic Ivymen System, Model 

2100-c; Biotech SL, Spain).  

Кроз исти поступак прошла је и слепа проба, која уместо екстракта садржи dH2O. 

На основу разлике добијених апсорбанци ∆А (A2-A1) и моларног екстинкционог 

коефицијента (F), који за 1 nmol NADPH износи 6.22, израчуната је концентрација  GSSG 

и изражена у nmol GSSG/ml еритроцита и nmol GSSG/mg протеина. 

3.4.4.3. Одређивање концентрације аскорбинске киселине (Vit C) у ткивима  

За одређивање концентрације аскорбинске киселине (Vit C) у јетри коришћена је 

динитрофенилхидразинска метода (Omaye и сар., 1979). Метода се заснива на оксидацији 

аскорбинске киселине (AsA, Vit C, дикетогулонска киселина) у дехидро-аскорбинску 

киселину, која спонтано прелази у дикетогулонску киселину, а која са 2,4-динитро-

фенилхидразином (DNPH) гради бис-2,4-динитро-фенилхидразон. Растварањем бис-2,4-
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динитро-фенилхидразона у 85 % сумпорној киселини добија се постојана црвено-мрка 

боја чији се максимум абсорпције очитава спектрофотометријски на таласној дужини од 

500-550 nm. 

Оксидација Vit C у дехидро-аскорбинску киселину врши се помоћу активног угља, 

који поред оксидације има и улогу у обезбојавању ектракта у коме се одређује укупна 

концентрација Vit C. 

Раствори: 

• 6 % трихлорсирћетна киселина (TCA) 

• 9 N H2SO4 

• 85 % H2SO4 

• Раствор 2,4-динитро-фенилхидразина (2,4-DNPH) и тиоурее ((NH2)2CS): у 50 

ml 9 N H2SO4 раствори се 1 g 2,4-DNPH и 2 g (NH2)2CS уз енергично мућкање, 

а затим се филтрира кроз квантитативни филтер папир (Whatman N °12) и 

чува у тамној боци на +4 °C 

• Активни угаљ (200 g активног угља загрева се до кључања у 1 L 10 % HCl, 

затим се филтрира и испира дестилованом водом док се не одстране хлориди 

и суши на температури од 110 – 120 °C) 

• стандардни раствор AsA (C6H8О6) 

Експериментални поступак: 

За одређивање концентрације Vit C претходно је конструисана стандардна крива. 

Од стандардног раствора Vit C (C6H8О6) који садржи 20 mg Vit C у 10 ml 6 % TCA, 

направљена су разблажења концентрација од 8 до 80 µg Vit C /4 ml. Мерењем апсорбанци 

стандардних раствора на 540 nm конструисана је стандардна крива. 

Одмерено је 60 mg ткива јетре и хомогенизовано у 6 ml 6 % TCA, а затим 

центрифугирано 15 минута на 1500×g. Супернатанти су одливени у чисте епрувете којима 

је додато по 0.2 g пречишћеног активног угља. Узорци су промућкани и инкубирани 10 

минута на собној температури. Оксидовани раствор је профилтриран кроз филтер папир 

(Whatman N °12). Одмерено је 4 ml филтрата и додато по 1 ml 2,4-DNPH-тиокарбамидног 

реагенса. Узорци су инкубирани 10 минута на 100 °C, а затим пренети у ледено водено 

купатило на 0 °C. Награђени хидразони растворени су у 5 ml 85 % H2SO4 и инкубирани 10 
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минута на собној температури. На исти начин су припремљени узорци за стандардну 

криву и слепу пробу (садржи 4 ml 6 % TCA уместо 4 ml оксидованог филтрата). 

Апсорбанца је очитана спектрофотометријски (UV/VIS spectrophotometer, Jеnway, 

UK) на 540 nm према слепој проби. Концентрација Vit C је израчуната помоћу стандардне 

криве и изражена у mg % Vit C (mg Vit C /100 g ткива). 

 

3.4.5. ОДРЕЂИВАЊЕ АКТИВНОСТИ ЕНЗИМА AOS 

Активности ензима AOS, супероксид-дисмутазе (SOD), каталазе (CAT), глутатион-

пероксидазе (GSH-Px), глутатион-редуктазе (GR), и глутатион-S-трансферазе (GST) 

одређени су у еритроцитима и јетри. Узорци лизата еритроцита за одређивање активности 

ензима AOS чувани су на температури од -80 oC до даљих анализа. Непосредно пре 

извођења анализа, узорци су постепено одлеђени и мешани на вортекс мешалици.  

Узорци ткива јетре за одређивање активности ензима AOS чувани су на 

температури од -80 oC до даљих анализа. Након постепеног одмрзавања, 500 mg ткива 

јетре (средњи режањ) одмерено је на техничкој ваги и измацерирано, а затим 

хомогенизовано на 4 °C у 5 ml сахарозног пуфера (0.25 M сахароза + 0.1 M EDTA + 0.05 M 

Tris са HCl pH 7.4) у односу 1:10 хомогенизатором IKA ULTRA-TURRAX T18 basic 

(Germany). Хомогенати су центрифугирани 120 минута на 4000×g на 4 °С (JANETZKI K-

24, Germany). Добијени супернатанти јетре коришћени су за одређивање активности 

ензима SOD, CAT, GSH-Px, GR и GST и одређивање концентрације протеина јетре преко 

којих је изражена активност ензима. 

Промена апсорбанци у одређеном временском интервалу при температури од 25 oC 

праћена је спектрофотометријски (HALO DB-20 UV-VIS Double beam Spectrophotometer, 

Dynamica, Austria). Разблажења током екстракције и спектофотометријског очитавања 

узета су у обзир при прерачунавању активности.   
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3.4.5.1. Одређивање концентрације хемоглобина (Hb) у еритроцитима 

У хемолизату, одвојеном за одређивање активности ензима, одређена је 

концентрација Hb цијанметхемоглобинском методом (Drabkin и Austin, 1935). Метода се 

заснива на оксидацији Hb фероцијанидом у метхемоглобин, који са калијум цијанидом 

(KCN) даје стабилан, обојени комплекс цијанметхемоглобина.  

Раствори: 

• Драбкин-ов реагенс 

Експериментални поступак: 

 У 0.02 ml хемолизата додато је 5 ml Драбкин-овог реагенса. Смеша је промућкана 

и инкубирана 15 минута на собној температури у мраку. Апсорбанца је очитана на 

спектрофотометру (UV/VIS spectrophotometer, Jеnway, UK) на таласној дужини од 545 nm.  

На основу апсорбанци узорка, слепе пробе и фактора изведеног из апсорбанци 

стандардних раствора Hb (36.77) израчуната је концентрација Hb и изражена је у g %. 

3.4.5.2. Одређивање концентрације протеина у ткивима  

У ткиву јетре, ради одређивања активности ензима, одређене су концентрације 

протеина. Концентрација протеина одређена је методом која се заснива на биуретској 

реакцији купри јона (Cu(II)-јон, Cu2+) са пептидним везама протеина у алкалној средини и 

реакцији фосфомолибденско-фосфоволфрамовског реагенса (Folin-Ciocalteu реагенс) са 

ароматичним аминокиселинама тирозином и триптофаном присутним у испитиваним 

протеинима (Lowry и сар., 1951). Cu(II)-јони везују се за пептидне везе испитиваних 

протеина и редукују у купро јоне (Cu(I)-јон, Cu+), при чему настаје комплекс Cu(I)-јон-

протеин. Овај комплекс затим реагује са додатим Folin-Ciocalteu реагенсом. Као резултат 

наведених реакција настаје плаво обојен комплекс са максимумом апсорпције на таласној 

дужини од 500 nm, а добијена апсорбанца директно је пропорционална концентрацији 

протеина у узорку. 

Раствори: 

• 0.2 N NaOH 

• Реагенс I (2 % Na2CO3 + 0.2 N NaOH) 

• 0.13 M CuSO4 · 5H2O 
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• 0.13 M K-Na-tartarat 

• Реагенс II (1 ml 0.13 M CuSO4·5H2O + 1 ml 0.13 M K-Na-tartarat, допунити до 

100 ml Реагенсом I) 

• Folin-Ciocalteu реагенс разблажен у односу 1:2 са дестилованом водом 

Експериментални поступак: 

У епрувете са 1.5 ml Реагенса II (1 ml 0.13 M CuSO4·5H2O + 1 ml 0.13 M K-Na-

tartarat, допуњено до 100 ml Реагенсом I (2 % Na2CO3 + 0.2 N NaOH)) додато је 0.05 ml 0.2 

N NaOH и 0.05 ml разблаженог узорка супернатанта јетре (разблажење 11). Након мешања 

на вортекс мешалици и инкубације од 15 минута на собној температури, додато је 0.3 ml 

Folin-Ciocalteu реагенса (разблажен са dH2O у односу 1:2), смеша је промешана на вортекс 

мешалици и инкубирана још 30 минута на собној температури. Кроз исту процедуру је 

прошла и слепа проба (0.1 ml dH2O уместо узорка). 

Апсорбанца је измерена спектрофотометријски (UV/VIS spectrophotometer, Jеnway, 

UK) на таласној дужини од 500 nm. Вредност концентрације протеина у испитиваним 

узорцима израчуната је помоћу калибрационе криве (конструисане на основу стандардних 

раствора познатих концентрација протеина BSA) и изражена је као mg протеина/ml 

хомогената ткива (mg/ml). 

3.4.5.3. Одређивање активности SOD  

Активност ензима SOD (EC 1.15.1.1) одређена је у лизату еритроцита и 

супернатанту јетре пирогалолском методом (Marklund и Marklund, 1974), која се заснива 

на способности SOD да у алкалној средини инхибира спонтану аутооксидацију 

пирогалола. Активност SOD праћена је спектрофотометријски на таласној дужини од 420 

nm. 

Еритроцити  

Раствори: 

• етанол 

• хлороформ 

• Tris-HCl пуфер (1 М Tris-HCl + 5 mМ EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl) 

• пирогалол (10 mМ пирогалол у 10 mМ HCl) 
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Експериментални поступак: 

Из узорака лизата еритроцита, пре одређивања активности ензима, прво је уклоњен 

хемоглобин. У 0.25 ml лизата додато је 1.5 ml dH2O (+4 oС) и инкубирано на леду 30 

минута. Уз мешање на вортекс мешалици, додато је 0.5 ml етанола (-20 oС) и 0.3 ml 

хлороформа (-20 oС). Смеша је инкубирана 10 минута на леду, а затим центрифугирана 10 

минута на 1000×g. Након центрифугирања уклоњен је хлороформски слој са 

екстрахованим хемоглобином. Активност ензима одређена је у бистром супернатанту 

(SOD екстракт). 

У кивету за спектрофотометријско очитавање додато је: 0.1 ml Tris-HCl пуфера (1 

М Tris + 5 mМ EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl), 0.02 ml SOD екстракта, 0.02 ml 10 mМ 

раствора пирогалола (10 mМ пирогалол у 10 mМ HCl) и 1 ml dH2O. Промена апсорбанци 

праћена је на 420 nm у току 4 минута. На основу промена апсорбанци узорака и слепе 

пробе израчуната је активност ензима и изражена у Јед./ml еритроцита. Јединица 

активности SOD дефинише се као количина ензима која инхибира 50% реакције 

аутооксидације пирогалола.  

Ткива  

Раствори: 

• Tris-HCl пуфер (1 М Tris-HCl + 5 mМ EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl) 

• пирогалол (10 mМ пирогалол у 10 mМ HCl) 

Експериментални поступак: 

У кивету за спектрофотометријско очитавање додато је: 0.1 ml Tris-HCl пуфера (1 

М Tris + 5 mМ EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl), 0.01 ml супернатанта јетре, 0.02 ml 10 

mМ раствора пирогалола (10 mМ пирогалол у 10 mМ HCl) и 1 ml dH2O. Промена 

апсорбанци праћена је на 420 nm у току 4 минута. На основу промена апсорбанци узорака 

и слепе пробе израчуната је активност ензима и изражена у Jед./mg протеина. Јединица 

активности SOD дефинише се као количина ензима која инхибира 50% реакције 

аутооксидације пирогалола. 

За одређивање активности MnSOD, у 0.1 ml узорка супернатанта јетре додато је 0.1 

ml 8 mM KCN (у односу 1:1), да би се инхибирала активност CuZnSOD. Након инкубације 

од 15 минута на собној температури, активност MnSOD је одређена на начин описан за 

укупну SOD. Вредност за активност CuZnSOD добијена је као разлика активности укупне 
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SOD и активности MnSOD. Активност MnSOD и CuZnSOD у испитиваним узорцима 

изражена је Јед./mg протеина. Јединица активности SOD дефинише се као количина 

ензима која инхибира 50% реакције аутооксидације пирогалола. 

3.4.5.4. Одређивање активности CAT  

Активност ензима САТ (EC 1.11.1.6) одређена је у лизату еритроцита и 

супернатанту јетре методом по Beutler-у (1982), која се заснива на праћењу брзине 

разградње H2O2 до H2O и O2 под дејством ензима CAT. Пад апсорбанце услед потрошње 

H2O2 детектује се спектрофотометријски на таласној дужини од 230 nm. 

Еритроцити и ткива 

Раствори: 

• Tris-HCl пуфер (1 М Tris-HCl + 5 mМ EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl) 

• апсолутни етанол 

• 1 M фосфатни пуфер, pH 7.0 

• 30% H2O2 

Експериментални поступак: 

У кварцну кивету за спектрофотометријско очитавање додато је 0.05 ml Tris-HCl 

пуфера (1 M Tris + 5 mM EDTA, pH 8.0 подешен 10% HCl), 0.01 ml лизата еритроцита, 

чији је фактор разређења 101 (0.01 ml лизата + 1 ml dH2O + 0.01 ml апсолутног етанола), 

или 0.005 ml супернатанта јетре, и 1 ml 10 mM H2O2. Промена апсорбанци праћена је на 

230 nm у току 2.5 минута. Концентрација H2O2 од 10 mM онемогућава издвајање 

кисеоника у виду мехурића у току спектрофотомеријског очитавања. Концентрација H2O2 

подешавана је тако што је прво очитана апсорбанца OD1 (0.9 ml 1 M фосфатног пуфера, 

pH 7.0, разблажен dH2O у односу 1:10). После очитавања апсорбанце додато је 0.1 ml 30% 

H2O2 разблаженог dH2O у односу 1:100 и очитана апсорбанца OD2. Применом формуле C 

= 141 mM × (OD2-OD1) израчуната је концентрација разблаженог H2O2. Разблажењем 30% 

раствора H2O2 дестилованом водом у односу C/10, подешена је концентрација на 10 mM.  

Активност САТ израчуната је на основу промена апсорбанци и милимоларног 

екстинкционог коефицијента за H2O2 који на 230 nm износи 0.071. Активност ензима 

изражена је у Јед./ml еритроцита, односно у Јед./mg протеина за ткиво јетре, при чему 

јединица активности САТ представља количину mmol H2O2 редукованих у минути. 
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3.4.5.5. Одређивање активности GSH-Px  

Еритроцити 

Активност GSH-Px (EC 1.11.1.9) одређена је у лизату еритроцита по методи Maral и 

сар. (1977). Метода се заснива на способности GSH-Px да у присуству GSH као ко-

супстрата каталише редукцију органских хидропероксида, при чему се GSH оксидује у 

GSSG. Настали GSSG редукује се у GSH, деловањем ензима глутатион-редуктазе (GR) у 

присуству NADPH као коензима, који се током реакције оксидује у NADP+. Активност 

GSH-Px детектује се спектрофотометријски праћењем оксидације NADPH у NADP+ на 340 

nm. 

На основу претходно одређене концентрације хемоглобина, узорци лизата су 

разблажени dH2O до концентрације од 5 g% Hb.  

Раствори: 

• Драбкин-ов реагенс 

• 1 mM NADPH (у 1% NaHCO3) 

• 10 mM раствора GSH 

• 0.5 M K-PO4 пуфер  (pH 7.0)  

• 0.03 M t-бутил хидропероксид 

• GR (100 Јед./ml) 

Експериментални поступак: 

У кварцну кивету за спектрофотометријско очитавање додато је 0.01 ml лизата 

еритроцита (концентрације 5 g% Hb), 0.05 ml Драбкин-овог реагенса (који преводи Hb из 

лизата у стабилан цијанметхемоглобин и на тај начин спречава пероксидативне ефекте 

Hb), 0.8 ml dH2O, 0.3 ml 1 mM NADPH (у 1% NaHCO3), 0.15 ml 10 mM раствора GSH, 0.15 

ml 0.5 M K-PO4 пуфера (pH 7.0) и 0.05 ml 0.03 M раствора t-бутил хидропероксида. 

Реакција је започета додавањем 0.01ml GR (100 Јед./ml). Слепа проба је садржала све 

реагенсе, осим Драбкин-овог реагенса и узорка лизата. Промене апсорбанци су очитане у 

току 3 минута на 340 nm. На основу очитаних промена апсорбанци израчуната је 

активност ензима и изражена у Јед./ml еритроцита. Јединица активности GSH-Px 

представља количину nmol NADPH оксидованих у минути (nmol NADPH/min).  
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Ткива  

Активност GSH-Px одређена је у супернатанту ткива јетре по методи Tamura и сар. 

(1982). Принцип методе заснива се на спрегнутој активности GSH-Px (катализује 

оксидацију GSH у GSSG уз редукцију органских хидропероксида) и GR (катализује 

редукцију GSSG у GSH уз оксидацију NADPH као коензима).  

Раствори: 

• 0.2 mM NADPH (у 1% NaHCO3) 

• 1 mM раствор GSH 

• 1 mM NaN3 

• 1 mM EDTA 

• 0.5 M K-PO4 пуфер  (pH 7.0)  

• 0.03 M t-бутил хидропероксид 

• GR (100 Јед./ml) 

Експериментални поступак: 

У кварцну кивету за спектрофотометријско очитавање додато је 1.6 ml dH2O, 0.6 ml 

0.2 mM NADPH (у 1% NaHCO3), 0.3 ml 1 mM раствора GSH, 0.1 ml 1 mM NaN3 

(инактивира CAT), 0.1 ml 1 mM EDTA, 0.3 ml 0.5 M K-PO4 пуфера (pH 7.0), 0.1 ml 0.03 M 

раствора t-бутил хидропероксида и 0.04 ml супернатанта јетре. Реакција је започета 

додавањем 0.005 ml GR (100 Јед./ml). Слепа проба је садржала све реагенсе осим узорка. 

Промене апсорбанци су очитане у току 3 минута на 340 nm на температури од 25 °C. На 

основу очитаних промена апсорбанци и моларног екстинкционог коефицијента за NADPH 

на 340 nm од 6.22×103 M-1cm-1, израчуната је активност ензима и изражена у Јед./mg 

протеина. Јединица активности GSH-Px представља количину nmol NADPH оксидованих 

у минути (nmol NADPH/min). 
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3.4.5.6. Одређивање активности GR  

Активност GR (EC 1.6.4.2) одређена је у лизату еритроцита и супернатанту јетре 

методом коју су описали Glatzle и сар. (1974). Метода се заснива на способности GR да 

катализује редукцију GSSG у GSH, у присуству NADPH, који се у току реакције оксидује 

у NADP+. Активност GR мери се спектрофотометријски преко смањења концентрације 

NADPH на таласној дужини од 340 nm. 

Еритроцити и ткива 

Раствори: 

• 0.5 M K-PO4 пуфер  (pH 7.4)  

• 2 mM раствор GSSG 

• 0.5 mM EDTA 

• 0.1 mM раствор NADPH (у 1% NaHCO3) 

Експериментални поступак: 

У кварцну кивету за спектрометријско очитавање додато је 0.6 ml 0.5 M K-PO4 

пуфера (pH 7.4), 0.1 ml 2 mM раствора GSSG, 0.1 ml 0.5 mM раствора EDTA, 2 ml dH2O и 

0.02 ml лизата еритроцита (супернатанта јетре). Реакција је започета додавањем 0.1 ml 0.1 

mM раствора NADPH (у 1% NaHCO3). Промене апсорбанци узорака и слепе пробе 

очитане су на 340 nm у току 3 минута. На основу очитаних промена апсорбанци и 

моларног екстинкционог коефицијента за NADPH на 340 nm од 6.22×103 M-1cm-1, 

израчуната је активност ензима и изражена у Јед./ml еритроцита, односно у Јед./mg 

протеина за ткиво јетре. Јединица активности GR представља број nmol NADPH 

оксидованих у минути (nmol NADPH/min). 
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3.4.5.7. Одређивање активности GST  

Активност ензима GST (EC 2.5.1.1.8) одређена је у лизату еритроцита и 

супернатанту јетре по методи Habig и сар. (1974). Метода се заснива на способности GST 

да катализује реакцију везивања 1-hloro-2,4-dinitro-benzena (CDNB) за сулфхидрилну (-SH) 

групу цистеина у саставу GSH, при чему настаје CDNB-GSH коњугат. Стопа пораста 

апсорбанце услед насталог CDNB-GSH коњугата директно је пропорционална активности 

GST у узорку и детектује се спектрофотометријски на таласној дужини од 340 nm. 

 

Еритроцити и ткива 

Раствори: 

• 25 mM CDNB (у 95% етанолу) 

• 0.5 M K-PO4 пуфер (pH 6.5) 

• 20 mM раствор GSH 

 

Експериментални поступак: 

У кварцну кивету за спектрофотометријско очитавање додатo је 1.0 ml dH2O, 0.05 

ml 25 mM раствора CDNB (у 95 % етанолу), 0.3 ml 0.5 M K-PO4 пуфера (pH 6.5) и 0.15 ml 

20 mM раствора GSH. Реакција је започета додавањем 0.02 ml лизата еритроцита 

(супернатантa јетре). Промене апсорбанци узорака и слепе пробе очитане су на 340 nm у 

току 3 минута. Активност GST одређена је према слепој проби, уз коришћење моларног 

екстинкционог коефицијента за CDNB-GSH коњугат на 340 nm од 9.6×103 M-1cm-1, и 

изражена је у Јед./ml еритроцита, односно у Јед./mg протеина за ткиво јетре. Jединица 

активности GST изражава се као број nmol CDNB-GSH коњугата насталог у минути (nmol 

CDNB-GSH/min). 
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3.4.6. ОДРЕЂИВАЊЕ КОНЦЕНТРАЦИЈЕ БАКРА  

Концентрација бакра у плазми и супернатанту јетре одређена је у акредитованој 

биохемијској лабораторији стандардном процедуром на анализатору Merck Vitalab Selektra 

(Germany). Метода се заснива на реакцији бакра са специфичним обојеним реагенсом 

((3,5-dibromo-2-pyridazolo)-N-Ethyl-N-(3-sulphopropyl) anilinе) са којим формира стабилан 

обојени хелат, при чему је интензитет обојености пропорцијалан концентрацији бакра. 

Концентрација бакра у плазми изражена је у µg бакра/100 ml плазме (µg/100 ml), а 

концентрација бакра у супернатанту јетре у µg бакра/g влажне масе ткива (µg/g w.w. 

ткива). Концентрације слободног бакра односно, бакра невезаног за церулоплазмин (non-

CP-bound-Cu, енг. non-ceruloplasmin bound Cu, free Cu) прерачунате су применом формуле 

(Roberts и Schilsky, 2008): 

 

Non-CP-bound-Cu (µg/L) = Cu total (µg/L) – Cu bound (3.15 × Ceruloplasmin (mg/L)) 

 

3.4.7. ОДРЕЂИВАЊЕ КОНЦЕНТРАЦИЈЕ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА (CP) 

Kонцентрације CP у плазми и супернатанту јетре одређене су у акредитованој 

биохемијској лабораторији стандардном методом на анализатору Roche Hitachi 911 

(Switzerland). Метода представља тест који се заснива на специфичној реакцији која се 

јавља између анти-церулоплазмин антитела и одговарајућих антигена у узорку, у 

присуству полиетилен гликола, при чему се формира имуно-комплекс. Замућеност 

изазвана формирањем имуно-комплекса је пропорционална концентрацији 

церулоплазмина  у узорку (Immunoturbidimetric test). Концентрација CP у плазми изражена 

је као mg CP/100 ml плазме (mg/100 ml), а концентрација CP у јетри као µg CP/mg 

протеина (µg/mg). 
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3.5. СТАТИСТИЧКА ОБРАДА И ПРИКАЗ РЕЗУЛТАТА 

Добијени подаци у овој докторској дисертацији анализирани су коришћењем 

софтверског пакета SPSS 13.0 за Windows (Chicago, Il, USA). За статистичку анализу 

постојања значајних разлика између средњих вредности испитивних параметара 

коришћени су анализа варијанси (ANOVA) са post-hoc Bonferroni/Dunnett’s вишеструком 

анализом и Student-ов t-тест или непараметарски Kruskal-Wallis (за поређење између 

група) и Mann-Whitney U-тест (за поређење између две групе). Резултати су приказани као 

средња вредностX ± стандардна грешка (S.E.M). У свим тестовима критеријум за 

статистичку значајност је p < 0.05. Резултати су приказани табеларно и графички. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 
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Резултати истраживања приказани су табеларно и графички као средња вредност ± 

стандардна грешка. Експерименталне групе третиране су бакром (Cu), бакром и 

комерцијалним леком пенициламином (Cu+DPA), бакром и флавоноидима кверцетином и 

епикатехином (Cu+QE+EC) и само флавоноидима (QE+EC). У контроли и у свакој 

експерименталној групи било је по 7 животиња. 

4.1. УНОС ВОДЕ И ТЕЛЕСНА ТЕЖИНА ЖИВОТИЊА 

Просечна запремина воденог раствора бакар хлорида (CuCl2) коју је попила 

експериментална Cu група (22.0 ± 0.7 ml/жив./дневно) и Cu+QE+EC група (24.3 ± 0.7 

ml/жив./дневно) значајно је мања у односу на групу Cu+DPA (29.1 ± 0.6 ml/жив./дневно) и 

запремину чисте воде код контролне групе (30.3 ± 0.7 ml/жив./дневно) и QE+EC третиране 

групе (30.8 ± 0.5 ml/жив. /дневно) (Табела 1). Прорачун на основу запремине попијеног 

раствора CuCl2 показује да су животиње уносиле дневно просечно 30 mg бакар(II)- јона.  

Ефекти третмана на просечну тежину животиња приказани су у Табели 1 и на 

Графику 1. Животиње контролне групе, као и Cu+DPA и Cu+QE+EC третираних група, у 

току експеримента имале су приближне прирасте телесне тежине. Највећи прираст 

телесне тежине је забележен код животиња које су добијале у котретману само 

флавоноиде QE+EC. Животиње у групи третираној само Cu губиле су у тежини током 

експеримента, па је коначна телесна тежина значајно мања (215.3 ± 4.0 g) од тежине 

контролних животиња (263.3 ± 4.8 g). Иако је дошло до смањења телесне тежине и 

вероватно дехидратације услед смањеног уноса воде и хране, током експеримента није 

забележено угинуће животиња. 

Ефекти третмана на просечну тежину јетре приказани су у Табели 1. Највећа 

тежина јетре забележена је у групи животиња третираних само флавоноидима QE+EC у 

поређењу са осталим експерименталним групама. 
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Табела 1. Унос воде, телесна тежина животиња и тежина јетре  
у контролној и експерименталним групама 

 

 Унос воде 
(ml/жив./дневно) 

Почетна 
телесна 
тежина  

(g) 

Коначна 
телесна 
тежина  

(g) 

Тежина јетре 
(g) 

Контрола 30.3 ± 0.7 238.7 ± 3.4 263.3 ± 4.8 5.57 ± 0.43 

Cu 22.0 ± 0.7* 232.7 ± 2.3 215.3 ± 4.0* 4.83 ± 0.19 

Cu+DPA 29.1 ± 0.6 226.0 ± 5.1 250.0 ± 6.3 5.22 ± 0.15 

Cu+QE+EC 24.3 ± 0.7* 232.9 ± 9.7 255.7 ± 10.4 5.81 ± 0.21# 

QE+EC 30.8 ± 0.5# 230.0 ± 9.3 265.7 ± 7.8# 7.49 ± 0.21*#§‡ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 

 

 

 

График 1. Почетна и коначна телесна тежина животиња  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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4.2. ПРОМЕНЕ ХЕМАТОЛОШКИХ ПАРАМЕТАРА 

Резултати вредности хематолошких параметара након третмана приказани су у 

Табелама 2–5 и на Графицима 2–8. Број еритроцита (RBC) у крви контролне групе 

животиња је 6.32 ± 0.26 ×1012/L, а у групи третираној Cu значајно је смањен на 5.16 ± 0.21 

×1012/L. Број RBC код животиња третираних Cu+QE+EC (6.87 ± 0.17×1012/L) и QE+EC  

(7.19 ± 0.17×1012/L) значајно је повећан у односу на групу третирану само Cu и Cu+DPA 

(Табела 2 и График 2). 

Концентрације хемоглобина (Hb) у крви значајно су снижене у групи третираној Cu 

(101.1 ± 3.81 g/L) и Cu+DPA (102 ± 1.35 g/L) у односу на контролне вредности (135.3 ± 

6.22 g/L). Концентрације Hb су значајно повећане код животиња третираних Cu+QE+EC 

(141.3 ± 3.4 g/L) и QE+EC (144 ± 3.18 g/L) у поређењу са вредностима код животиња које 

су добијале само Cu и Cu+DPA (Табела 2 и График 3). 

Вредности хематокрита (Hct) у крви су значајно снижене у групи третираној Cu 

(29.52 ± 1.15 %) и Cu+DPA (28.62 ± 0.38 %) у поређењу са вредностима контролне групе 

(38.41 ± 1.69 %). Третман флавоноидима значајно повећава вредности Hct у групи 

Cu+QE+EC (38.35 ± 1.44 %) и QE+EC (41.05 ± 1.02 %) у односу на групу третирану само 

Cu и Cu+DPA (Табела 2 и График 4). 

Вредности еритроцитних индекса у крви приказани су у Табели 3. Просечни 

волумени еритроцита (MCV) и просечне количине хемоглобина по еритроциту (MCH)  су 

смањене, али ове промене у свим експерименталним групама нису статистички значајне у 

односу на контролне вредности. Просечне концентрације хемоглобина у еритроцитима 

(MCHC) су значајно више у групи третираној Cu+QE+EC (368.75 ± 8.03 g/L) у поређењу 

са групом третираном само Cu (340.87 ± 3.16 g/L). Флавоноиди су утицали на смањење 

ширине дистрибуције еритроцита по волумену (RDW) у групи Cu+QE+EC (13.73 ± 0.2 %) 

и QE+EC (14.06 ± 0.68 %) у односу на групу која је узимала само Cu (15.95 ± 0.22 %).  

Број леукоцита (WBC) у крви није значајно промењен у експерименталним групама 

у поређењу са контролном групом (Табела 4 и График 5). Међутим, забележене су разлике 

у процентуалној заступљености поједних елемената беле крвне лозе. Моноцити (Mon) су 

смањени у групи третираној Cu (10.26 ± 1.17 %) и Cu+DPA (9.02 ± 1.02 %) у односу на 
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контролну групу (14.52 ± 1.35 %) и групе третиране Cu+QE+EC (14.90 ± 0.72 %) и QE+EC 

(14.77 ± 0.42 %) (Табела 4 и График 6). 

Пораст гранулоцита (Gra) је значајан у групи третираној Cu+DPA (26.84 ± 2.62 %) у 

поређењу са вредностима контролне групе (16.80 ± 3.07 %). Третман флавоноидима 

значајно смањује вредности Gra у групи Cu+QE+EC (9.90 ± 1.35 %) и QE+EC (14.07 ± 2.03 

%) у односу на групу третирану само Cu и Cu+DPA (Табела 4 и График 6). 

 
 
 
 
 
 

Табела 2. Вредности хематолошких параметара 
контролне и експерименталних група 

 

 RBC  
(×1012/L) 

Hb  
(g/L) 

Hct  
(%) 

Контрола 6.32 ± 0.26 135.3 ± 6.22 38.41 ± 1.69 

Cu 5.16 ± 0.21* 101.1 ± 3.81* 29.52 ± 1.15* 

Cu+DPA 5.51 ± 0.09 102 ± 1.35* 28.62 ± 0.38* 

Cu+QE+EC 6.87 ± 0.17#§ 141.3 ± 3.4#§ 38.35 ± 1.44#§ 

QE+EC 7.19 ± 0.17*#§ 144 ± 3.18#§ 41.05 ± 1.02*#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 2. Број еритроцита (RBC) у крви контролне  
и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 
 

График 3. Концентрација хемоглобина у крви  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 



Резултати 

 76

 
 

График 4. Хематокрит контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 

 

 

 

 
Табела 3. Еритроцитни индекси  

контролне и експерименталних група 
 

 MCV 
(fl)  

MCH  
(pg) 

MCHC  
(g/L) 

RDW  
(%) 

Контрола 59.21 ± 2.08 21.1 ± 0.61 352.75 ± 3.64 13.80 ± 0.49 

Cu 53.80 ± 1.91 18.67 ± 0.63 340.87 ± 3.16 15.95 ± 0.22* 

Cu+DPA 52.06 ± 0.36 18.52 ± 0.16 356.6 ± 1.74 15.28 ± 0.43 

Cu+QE+EC 56.10 ± 0.91 20.57 ± 0.41 368.75 ± 8.03# 13.73 ± 0.2#§ 

QE+EC 57.03 ± 1.21 20.02 ± 0.51 350.83 ± 3.17 14.06 ± 0.68# 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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Табела 4. Број леукоцита и леукоцитарна формула 
 контролне и експерименталних група 

 

 WBC  
(×109/L) 

Lym  
(%) 

Mon  
(%) 

Gra  
(%) 

Контрола 8.93 ± 0.82 68.68 ± 2.03 14.52 ± 1.35 16.80 ± 3.07 

Cu 9.06 ± 0.83 67.36 ± 5.04 10.26 ± 1.17* 22.38 ± 4.23 

Cu+DPA 8.79 ± 0.98 64.14 ± 2.55 9.02 ± 1.02* 26.84 ± 2.62*  

Cu+QE+EC 9.75 ± 1.79 75.20 ± 2.01§ 14.90 ± 0.72#§ 9.90 ± 1.35#§ 

QE+EC 9.73 ± 1.02 71.17 ± 1.71 14.77 ± 0.42#§ 14.07 ± 2.03§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 
 

График 5. Број леукоцита (WBC) у крви 
 контролне и експерименталних група 
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График 6. Леукоцитарна формула  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 

 

Број тромбоцита (Plt) и тромбоцитни индекси у крви приказани су у Табели 5. 

Флавоноиди су утицали на повећање броја Plt у групи Cu+QE+EC (925.0 ± 33.18 ×109/L) и 

QE+EC (813.2 ± 38.26 ×109/L) у односу на контролну групу (680.9 ± 30.81 ×109/L) и групе 

третиране Cu (607.9 ± 29.09 ×109/L) и Cu+DPA (654.4 ± 21.74 ×109/L) (График 7). У групи 

Cu+QE+EC повећани су тромбокрит (Pct) (на 0.713 ± 0.036 %) и просечни волумен 

тромбоцита (MPV) (на 7.70 ± 0.15 fl) у односу на групу третирану само Cu (0.438 ± 0.025 

% за Pct и 6.34 ± 0.34 fl за MPV) и Cu+DPA (0.485 ± 0.024 % за Pct и 6.10 ± 0.10 fl за MPV) 

(Табела 5). Ширина дистрибуције тромбоцита по волумену (PDW) је повећана у групи 

третираној Cu (15.86 ± 0.65 %) и Cu+DPA (15.36 ± 0.21 %) у односу на контролну групу 

(6.51 ± 2.71 %) и групе третиране Cu+QE+EC (7.88 ± 1.15 %) и QE+EC (7.57 ± 1.09 %) 

(Табела 5 и График 8). 
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Табела 5. Број тромбоцита (Plt) и тромбоцитни индекси  
контролне и експерименталних група 

 

 Plt  
(×109/L) 

Pct  
(%) 

MPV   
(fl)  

PDW  
(%) 

Контрола 680.9 ± 30.81 0.554 ± 0.063 7.58 ± 0.74 6.51 ± 2.71 

Cu 607.9 ± 29.09 0.438 ± 0.025 6.34 ± 0.34 15.86 ± 0.65* 

Cu+DPA 654.4 ± 21.74 0.485 ± 0.024 6.10 ± 0.10 15.36 ± 0.21* 

Cu+QE+EC 925.0 ± 33.18*#§ 0.713 ± 0.036#§ 7.70 ± 0.15#§ 7.88 ± 1.15#§ 

QE+EC 813.2 ± 38.26*#§ 0.576 ± 0.028# 7.13 ± 0.42 7.57 ± 1.09#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 
 

 
График 7. Број тромбоцита (Plt) у крви  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 8. Ширина дистрибуције тромбоцита по волумену (PDW) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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4.3. ПРОМЕНЕ У МЕТАБОЛИЗМУ ПРОТЕИНА, ГЛУКОЗЕ И 

ЛИПИДА 

Ефекти третмана на метаболизам протеина, глукозе и липида приказани су у 

Табели 6. Субхронична изложеност бакру довела је до незнатног пада вредности укупних 

протеина и пораста албумина у серуму у односу на контролу, док третман флавоноидима 

није довео до значајних промена укупних протеина и албумина. Концентрације глукозе су 

повећане, али ове промене у свим експерименталним групама нису статистички значајне у 

односу на контролну вредност (Табела 6 и График 9).  

Третман бакром довео је до пораста нивоа холестерола у групи третираној само Cu 

(1.92 ± 0.07 mmol/L) и Cu+DPA (1.60 ± 0.09 mmol/L) у поређењу са контролом (1.15 ± 0.08 

mmol/L). Флавоноиди значајно смањују концентрације холестерола у групи Cu+QE+EC 

(0.98 ± 0.15 mmol/L) и QE+EC (1.04 ± 0.07 mmol/L) у односу на групу третирану само Cu и 

Cu+DPA (Табела 6 и График 10). 

 

 

 

Табела 6. Концентрације протеина, глукозе и холестерола 
у крви контролне и експерименталних група 

 

 
Укупни 
протеини  

(g/L) 

Албумин 
(g/L) 

Глукоза 
(mmol/L) 

Холестерол 
(mmol/L) 

Контрола 60.9 ± 0.91 12.7 ± 0.57 5.62 ± 0.52 1.15 ± 0.08 

Cu 59.0 ± 1.30 13.6 ± 0.55 6.38 ± 0.36 1.92 ±  0.07* 

Cu+DPA 62.0 ± 1.05 13.8 ± 0.20 6.20 ± 0.18 1.60 ± 0.09*  

Cu+QE+EC 60.3 ± 2.08 11.5 ± 0.72§ 6.53 ± 0.26 0.98 ± 0.15#§ 

QE+EC 61.4 ± 1.32 12.3 ± 0.52 6.4 ± 0.19 1.04 ± 0.07#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 9. Концентрације глукозе 

у крви контролне и експерименталних група 
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График 10. Концентрације холестерола у крви 
 контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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4.4. БИОМАРКЕРИ ОШТЕЋЕЊА ЈЕТРЕ 

Ефекти третмана на активности ензима јетре у крви, као биомаркера оштећења 

јетре, приказани су у Табели 7 и на Графицима 11–14. Третман бакром узроковао је 

значајан пораст активности ензима аспартат аминотрансферазе (AST) (од 141.8 ± 6.0 Јед./L 

до 216.2 ± 18.4 Јед./L), аланин аминотрансферазе (ALT) (од 50.6 ± 2.8 Јед./L до 70.1 ± 4.4 

Јед./L), алкалне фосфатазе (ALP) (од 217.4 ± 12.4 Јед./L до 259.7 ± 14.3 Јед./L), гама-

глутамил транспептидазе (GGT) (од 2.29 ± 0.36 Јед./L до 4.60 ± 0.68 Јед./L) и лактат 

дехидрогеназе (LDH) (од 1131.0 ± 107.6 Јед./L до 2102.3 ± 190.8 Јед./L) у серуму животиња 

у поређењу са контролама. У групи третираној Cu+DPA активности свих испитиваних 

ензима су смањене у односу на групу третирану само Cu, али ове промене нису 

статистички значајне. Флавоноиди значајно смањују активности ензима AST, ALP и LDH 

у групи Cu+QE+EC и QE+EC у поређењу са групом третираном само Cu, и вредности су 

приближне контролним (Табела 7 и График 11, 12 и 14).  

 
 
 
 
 

Табела 7. Активности ензима јетре  
у крви контролне и експерименталних група 

 

 AST  
(Јед./L) 

ALT   
(Јед./L) 

ALP   
(Јед./L) 

GGT  
(Јед./L) 

LDH   
(Јед./L) 

Контрола 141.8 ± 6.0 50.6 ± 2.8 217.4 ± 12.4 2.29 ± 0.36 1131.0 ± 107.6 

Cu 216.2 ± 18.4* 70.1 ± 4.4* 259.7 ± 14.3* 4.60 ± 0.68* 2102.3 ± 190.8* 

Cu+DPA 161.0 ± 26.1 62.6 ± 1.5 180.6 ± 23.4# 3.60 ± 0.60 1603.6 ± 84.7 

Cu+QE+EC 138.8 ± 11.7# 61.4 ± 8.1 192.8 ± 27.9# 2.40 ± 0.75 1116.3 ± 168.8# 

QE+EC 147.2 ± 6.1# 55.2 ± 3.6 230.8 ± 18.7 3.14 ± 0.46 1097.7 ± 81.8# 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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График 11. Активност аспартат аминотрансферазе (AST)  

и аланин аминотрансферазе (ALT) у крви  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 

 

 

График 12. Активност алкалне фосфатазе (ALP) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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График 13. Активност гама-глутамил транспептидазе (GGT) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 

 

 

 

 

График 14. Активност лактат дехидрогеназе (LDH) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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4.5. ПРОМЕНЕ У ХОМЕОСТАЗИ ЕЛЕКТРОЛИТА 

Ефекти субхроничног третмана на концентрације електролита у крви приказани су 

у Табели 8 и на Графицима 15–18. Третман бакром довео је до значајног пада 

концентрација натријума (од 129.8 ± 1.5 mmol/L до 118.2 ± 0.6 mmol/L) и гвожђа (од 38.9 ± 

9.24 µmol/L до 14.8 ± 2.12 µmol/L) у односу на контроле. Флавоноиди су довели до 

значајног пада концентрације калијума у групи Cu+QE+EC (5.29 ± 0.27 mmol/L) и у групи 

QE+EC (5.00 ± 0.16 mmol/L) у односу на контролу (8.22 ± 0.79 mmol/L), групу третирану 

Cu (6.73 ± 0.31 mmol/L) и Cu+DPA (8.63 ± 0.91 mmol/L) (Табела 8 и График 15). Третман 

флавоноидима је довео до значајног пораста концентрација натријума у групи Cu+QE+EC 

(132.5 ± 2.23 mmol/L) и QE+EC (131.5 ± 1.6 mmol/L) у односу на групе третиране Cu (118.2 

± 0.6 mmol/L) и Cu+DPA (122.6 ± 0.9 mmol/L) (Табела 8 и График 16). Концентрација 

гвожђа је значајно повећана у групи третираној флавоноидима QE+EC (23.7 ± 2.45 

mmol/L) у поређењу са групом третираном само Cu (14.8 ± 2.12 µmol/L) (Табела 8 и 

График 18). 

 

 

 

Табела 8. Концентрације електролита у крви контролне и експерименталних група 
 

 K   
(mmol/L)  

Na  
(mmol/L) 

Ca  
(mmol/L) 

Fe  
(µmol/L) 

Phos 
(mmol/L) 

Контрола 8.22 ± 0.79 129.8 ± 1.5 18.3 ± 2.01 38.9 ± 9.24 0.35 ± 0.06 

Cu 6.73 ± 0.31 118.2 ± 0.6* 17.3 ± 2.32 14.8 ± 2.12* 0.24 ± 0.01 

Cu+DPA 8.63 ± 0.91# 122.6 ± 0.9* 16.7 ± 1.94 18.9 ± 4.13 0.28 ± 0.01 

Cu+QE+EC 5.29 ± 0.27*#§ 132.5 ± 2.2#§ 17.7 ± 3.28 19.3 ± 4.36 0.37 ± 0.03 

QE+EC 5.00 ± 0.16*#§ 131.5 ± 1.6#§ 17.2 ± 2.10 23.7 ± 2.45# 0.33 ± 0.06 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 15. Концентрације калијума (K) 

у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 

График 16. Концентрације натријума (Na) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 17. Концентрације калцијума (Ca) 
у крви контролне и експерименталних група 
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График 18. Концентрације гвожђа (Fe)  
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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4.6. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА 

4.6.1. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА У ЕРИТРОЦИТИМА 

Ефекти третмана на концентрације реактивних врста кисеоника (ROS) и азота 

(RNS) у еритроцитима животиња приказани су у Табели 9 и на Графицима 19–21. Бакар је 

довео до значајног пораста концентрације супероксид анјон радикала (O2
•-) (665.83 ± 30.5 

nmol/L еритроцита) у односу на вредност измерену код контроле (590.32 ± 33.5 nmol/L 

еритроцита).  Концентрација O2
•- је смањена у групи третираној Cu+DPA (515.43 ± 42.1 

nmol/L еритроцита) и QE+EC (565.72 ± 16.8 nmol/L еритроцита) у односу на групу 

третирану Cu (665.83 ± 30.5 nmol/L еритроцита)  (Табела 9 и График 19). Концентрација 

водоник пероксида (H2O2) је значајно повећана само у групи која је добијала Cu (12.66 ± 

0.58 nmol/L еритроцита) у односу на контролну вредност (10.79 ± 0.50 nmol/L еритроцита) 

(Табела 9 и График 20). У групи QE+EC+Cu концентрације O2
•- и H2O2 су смањене и 

приближне су контролним вредностима, док је забележено повећање концентрације 

нитрита (NO2
-) (479.96 ± 74.87 µmol/L еритроцита) у односу на контролну вредност 

(329.34 ± 16.97 µmol/L еритроцита) (Табела 9 и График 21). 

Резултати показују да је бакар у субхроничном третману довео до значајног 

пораста LPO у еритроцитима пацова, од 2.69 ± 0.16 µmol/L еритроцита, код контроле, до 

5.65 ± 0.31 µmol/L еритроцита, код групе која је примала само Cu, и 3.99 ± 0.20 µmol/L 

еритроцита, код групе третиране Cu+DPA. Третман флавоноидима је значајно смањио 

концентрације LPO у еритроцитима код животиња третираних Cu+QE+EC (2.34 ± 0.09 

µmol/L) и QE+EC (2.59 ± 0.13 µmol/L) у поређењу са вредностима код животиња које су 

добијале само Cu и Cu+DPA, и вредности су приближне контролним (Табела 10 и График 

22). 
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Табела 9. Концентрације реактивних врста кисеоника (ROS) и азота (RNS) 
у еритроцитима контролне и експерименталних група 

 

 
O2

•-  
(nmol/L 

еритроцита) 

H2O2  
(nmol/L 

еритроцита) 

NO2
-  

(µmol/L 
еритроцита) 

Контрола 590.32 ± 21.4 10.79 ± 0.50 329.34 ± 16.97 

Cu 665.83 ± 24.3*  12.66 ± 0.58* 353.48 ± 11.49 

Cu+DPA 515.43 ± 42.1# 11.08 ± 1.27 344.94 ± 13.83 

Cu+QE+EC 640.8 ± 36.1 10.82 ± 0.89 479.96 ± 74.87* 

QE+EC 565.72 ± 16.8# 10.38 ± 0.77 370.57 ± 43.00 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 
 

График 19. Концентрације супероксид анјон радикала (O2
•-) 

у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 



Резултати 

 91

 
 

График 20. Концентрације водоник пероксида (H2O2) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

 
График 21. Концентрације нитрита (NO2

-) 
у крви контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
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График 22. Концентрације липидних пероксида (LPO) у крви  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 

4.6.2. БИОМАРКЕРИ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА У ЈЕТРИ 

Резултати овог истраживања показују да је бакар довео до значајног повећања 

концентрација липидних пероксида у јетри животиња (22.25 ± 0.85 nmol/g ткива) у 

поређењу са контролним вредностима (13.43 ± 1.14 nmol/g ткива). Концентрације LPO у 

јетри су значајно смањене код животиња третираних Cu+DPA (17.11 ± 1.46 nmol/g ткива), 

Cu+QE+EC (14.58 ± 1.03 µmol/L) и QE+EC (14.06 ± 1.67 nmol/g ткива) у поређењу са 

вредностима код животиња које су добијале само Cu, и приближне су контролним 

вредностима (Табела 10 и График 23). 
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Табела 10. Концентрације липидних пероксида (LPO) у еритроцитима и у јетри 
контролне и експерименталних група 

 LPО  
(µmol/L еритроцита) 

LPO  
(nmol/g ткива)  

Контрола 2.69 ± 0.16 13.43 ± 1.14 

Cu 5.65 ± 0.31* 22.25 ± 0.85* 

Cu+DPA 3.99 ± 0.20*# 17.11 ± 1.46# 

Cu+QE+EC 2.34 ± 0.09#§ 14.58 ± 1.03# 

QE+EC 2.59 ± 0.13#§ 14.06 ± 1.67# 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 

 

 

График 23. Концентрације липидних пероксида (LPO) у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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4.7. ЕФЕКТИ НА СИСТЕМ АНТИОКСИДАТИВНЕ ЗАШТИТЕ 

(AOS) 

4.7.1. ЕФЕКТИ НА КОНЦЕНТРАЦИЈУ ГЛУТАТИОНА У ЕРИТРОЦИТИМА 

Резултати добијени овим истраживањима показују да је третман бакром у 

еритроцитима животиња значајно умањио концентрације редукованог глутатиона (GSH) 

(42.42 ± 1.64 nmol/ml еритроцита) у односу на контролу (51.78 ± 1.36 nmol/ml еритроцита) 

(Табела 11 и График 24), док је повисио концентрације оксидованог глутатиона (GSSG) 

(9.60 ± 0.35 nmol/ml еритроцита) у односу на контролу (8.85 ± 0.13 nmol/ml еритроцита) 

(Табела 11 и График 25). Концентрације GSH су значајно повећане код животиња 

третираних Cu+DPA, Cu+QE+EC и QE+EC у поређењу са вредностима код животиња које 

су добијале само Cu и приближне су контролним вредностима (Табела 11 и График 24). 

Глутатион редокс индекс (GSH RI) значајно је смањен у Cu групи (0.32 ± 0.02×10-1 AU) у 

односу на контролу (0.39 ± 0.01×10-1 AU) и остале експерименталне групе (Табела 11 и 

График 26). 

 

Табела 11. Концентрације редукованог глутатиона (GSH), оксидованог глутатиона 
(GSSG) и глутатион редокс индекс (GSH RI) у еритроцитима контролне и 

експерименталних група 
 

  GSH  
(nmol/ml еритроцита) 

GSSG 
(nmol/ml еритроцита) 

GSH RI  
(×10-1 AU) 

Контрола 51.78 ± 1.36 8.85 ± 0.13 0.39 ± 0.01 

Cu 42.42 ± 1.64* 9.60 ± 0.35* 0.32 ± 0.02* 

Cu+DPA 50.29 ± 2.13# 8.24 ± 0.97 0.41 ± 0.02# 

Cu+QE+EC 58.88 ± 5.77# 9.41 ± 1.46 0.42 ± 0.03# 

QE+EC 60.51 ± 5.65# 8.92 ± 0.33 0.44 ± 0.01*# 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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График 24. Концентрације редукованог глутатиона (GSH) у еритроцитима 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 

 

 

 

 

График 25. Концентрације оксидованог глутатиона (GSSG) у еритроцитима 
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
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График 26. Глутатион редокс индекс (GSH RI) у еритроцитима 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 

 

 

4.7.2. ЕФЕКТИ НА АКТИВНОСТИ ЕНЗИМА AOS У ЕРИТРОЦИТИМА 

Резултати активности ензима система антиоксидативне заштите (AOS) у 

еритроцитима приказани су у Табели 12 и 13 и на Графицима 27–30. Табела 12 и График 

27 приказују активности супероксид-дисмутазе (SOD) и каталазе (CAT). Након третмана 

бакром активност SOD у еритроцитима животиња значајно је повећана (6.36 ± 0.32 

Јед./ml×103 еритроцита) у односу на контролу (5.22 ± 0.26 Јед./ml×103 еритроцита). DPA 

примењен са бакром довео је до значајног смањења активности SOD (5.05 ± 0.23 

Јед./ml×103 еритроцита) у односу на групу која је примала само Cu (6.36 ± 0.32 Јед./ml×103 

еритроцита). Активност CAT значајно је повећана након третмана бакром (4.83 ± 0.27 

Јед./ml×104 еритроцита) у односу на контролну вредност (3.07 ± 0.25 Јед./ml ×104 

еритроцита). Третман флавоноидима није битно утицао на активност SOD, док су 

активности CAT значајно умањене код животиња третираних Cu+QE+EC (3.64 ± 0.34 

Јед./ml×104 еритроцита) и QE+EC (2.95 ± 0.36 Јед./ml×104 еритроцита) у поређењу са 

вредностима код животиња које су добијале само Cu (4.83 ± 0.27 Јед./ml×104 еритроцита), 

али приближне су контролним вредностима. 
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Табела 12. Активности ензима супероксид-дисмутазе (SOD) и каталазе (CAT) 

у еритроцитима контролне и експерименталних група 
 

 
SOD 

(Јед./ml ×103 

еритроцита) 

CAT 
(Јед./ml ×104 

еритроцита) 

Контрола 5.22 ± 0.26 3.07 ± 0.25 

Cu 6.36 ± 0.32* 4.83 ± 0.27*  

Cu+DPA 5.05 ± 0.23# 3.93 ± 0.29 

Cu+QE+EC 6.02 ± 0.33 3.64 ± 0.34# 

QE+EC 5.93 ± 0.40 2.95 ± 0.36#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 

График 27. Активности супероксид-дисмутазе (SOD) и каталазе (CAT)  
у еритроцитима контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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У Табели 13 и на Графицима 28, 29 и 30, приказани су резултати активности 

ензима глутатион циклуса, глутатион-пероксидазе (GSH-Px), глутатион-редуктазе (GR) и 

глутатион-S-трансферазе (GST) у еритроцитима животиња. Активност GSH-Px повећана је 

у свим групама третираним бакром, а најизразитије повећање је у групи Cu+DPA (41.91 ± 

8.17 Јед./ml еритроцита) у поређењу са контролом (17.70 ± 0.61 Јед./ml еритроцита) 

(График 28). Активност GR незнатно је повећана у свим групама третираним бакром, а 

значајно повећана у групи која је примала само флавоноиде QE+EC (7.16 ± 0.72 Јед./ml 

еритроцита) у поређењу са контролом (3.31 ± 0.46 Јед./ml еритроцита), Cu+DPA групом 

(4.69 ± 0.75 Јед./ml еритроцита) и Cu+QE+EC групом (4.83 ± 0.68 Јед./ml еритроцита) 

(График 29). Активност GST значајно је умањена након третмана бакром (0.99 ± 0.32 

Јед./ml еритроцита) у поређењу са контролом (2.68 ± 0.21 Јед./ml еритроцита). У 

експерименталним групама Cu+DPA  (3.08 ± 0.53 Јед./ml еритроцита) и Cu+QE+EC (4.39 ± 

0.63 Јед./ml еритроцита) повећане су активност GST у односу на групу која је примала 

само бакар, док је највеће повећање забележено у групи која је примала само флавоноиде 

QE+EC (8.27 ± 0.72 Јед./ml еритроцита) (График 30). 

 
 
 

Табела 13. Aктивности ензима глутатион циклуса у еритроцитима 
контролне и експерименталних група 

 

 GSH-Px  
(Јед./ml еритроцита) 

GR  
(Јед./ml еритроцита) 

GST  
(Јед./ml еритроцита) 

Контрола 17.70 ± 0.61 3.31 ± 0.46 2.68 ± 0.21 

Cu 28.18 ± 6.64 5.68 ± 0.87 0.99 ± 0.32* 

Cu+DPA 41.91 ± 8.17* 4.69 ± 0.75 3.08 ± 0.53# 

Cu+QE+EC 29.04 ± 6.83 4.83 ± 0.68 4.39 ± 0.63# 

QE+EC 17.55 ± 4.25§ 7.16 ± 0.72*§‡ 8.27 ± 0.72*#§‡ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
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График 28. Активности глутатион-пероксидазе (GSH-Px) у еритроцитима 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
 
 

 
 

График 29. Активности глутатион-редуктазе (GR) у еритроцитима 
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
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График 30. Активности глутатион-S-трансферазе (GST) у еритроцитима 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
 

4.7.3. ЕФЕКТИ НА НЕЕНЗИМСКЕ КОМПОНЕНТЕ AOS У ЈЕТРИ 

Ефекти третмана на концентрације аскорбинске киселине (Vit C), редукованог 

глутатиона (GSH) и оксидованог глутатиона (GSSG) у јетри пацова приказани су у Табели 

14 и на Графицима 31–34.  

Концентрације Vit C значајно су смањене у групи третираној Cu (3.60 ± 0.37 mg %) 

и Cu+DPA (3.13 ± 0.82 mg %) у односу на контролу (7.75 ± 2.17 mg %). Флавоноиди су 

вишеструко повећали концентрацију Vit C у јетри животиња у групи Cu+QE+EC (12.83 ± 

1.71 mg %) и QE+EC (16.09 ± 1.78 mg %) у поређењу са контролном групом и групама 

животиња које су добијале само Cu и Cu+DPA (Табела 14 и График 31).  

Концентрација GSH у јетри значајно је умањена након третмана бакром (4.61 ± 0.26 

nmol/mg протеина) у поређењу са контролом (5.56 ± 0.22 nmol/mg протеина). Третман 

Cu+DPA допринео је значајном повећању концентрације GSH (7.06 ± 0.52 nmol/mg 

протеина) у односу на контролу и групу третирану само бакром, док третман 

флавоноидима није довео до значајних промена концентрација GSH у јетри животиња у 
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групама Cu+QE+EC (5.02 ± 0.29 nmol/mg протеина) и QE+EC (5.10 ± 0.51 nmol/mg 

протеина) и вредности су приближне контролним (Табела 14 и График 32).  

Концентрације GSSG у јетри су повећане у групама третираним Cu (0.062 ± 0.005 

nmol/mg протеина) и Cu+DPA (0.067 ± 0.006 nmol/mg протеина), али ове промене нису 

статистички значајне у односу на контролне вредности (0.058 ± 0.004 nmol/mg протеина). 

Флавоноиди су смањили концентрације GSSG (0.051 ± 0.002 nmol/mg протеина) у 

поређењу са групама животиња које су добијале само Cu и Cu+DPA и приближне су 

контролним вредностима (Табела 14 и График 33). 

GSH редокс индекс (GSH RI) значајно је смањен у групи третираној бакром (0.39 ± 

0.03 AU) у односу на контролу (0.50 ± 0.02 AU) и остале експерименталне групе (Табела 

14 и График 34). 

 

 

 

 

 
Табела 14. Концентрације неензимских компоненти AOS у јетри 

 контролне и експерименталних група 
 

 Vit C   
(mg %) 

GSH  
(nmol/mg 
протеина) 

GSSG  
(nmol/mg протеина) 

GSH RI  
(AU) 

Контрола 7.75 ± 2.17 5.56 ± 0.22 0.058 ± 0.004 0.50 ± 0.02 

Cu 3.60 ± 0.37*  4.61 ± 0.26* 0.062 ± 0.005 0.39 ± 0.03* 

Cu+DPA 3.13 ± 0.82*  7.06 ± 0.52*# 0.067 ± 0.006 0.53 ± 0.03# 

Cu+QE+EC 12.83 ± 1.71#§ 5.02 ± 0.29§ 0.054 ± 0.003 0.49 ± 0.02# 

QE+EC 16.09 ± 1.78*#§ 5.10 ± 0.51§ 0.051 ± 0.002#§ 0.52 ± 0.03# 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 31. Концентрације аскорбинске киселине (Vit C) у јетри 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 

График 32. Концентрације редукованог глутатиона (GSH) у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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График 33. Концентрације оксидованог глутатиона (GSSG) у јетри 

 контролне и експерименталних група 
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# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 

График 34. Глутатион редокс индекс (GSH RI) у јетри 
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
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4.7.4. ЕФЕКТИ НА АКТИВНОСТ ЕНЗИМА AOS У ЈЕТРИ 

У Табели 15 и на Графицима 35–37 приказани су ефекти третмана на активности 

укупне SOD, манган садржавајуће SOD (Mn SOD), бакар, цинк садржавајуће SOD (CuZn 

SOD), и каталазе (CAT) у јетри животиња.  

Активност укупне SOD је значајно повећана само у групи третираној Cu+DPA 

(13.21 ± 0.84 Јед./mg протеина) у поређењу са контролом (10.60 ± 0.61 Јед./mg протеина). 

Флавоноиди значајно смањују активност укупне SOD у групи Cu+QE+EC (8.99 ± 0.28 

Јед./mg протеина) у поређењу са контролном групом и групама животиња које су добијале 

само Cu и Cu+DPA (Табела 15 и График 35). 

У групи третираној Cu+DPA активност Mn SOD је значајно повећана (9.66 ± 0.98 

Јед./mg протеина) у односу на групу третирану само Cu (5.33 ± 0.79 Јед./mg протеина), док 

су флавоноиди смањили активност овог ензима у поређењу са групом третираном 

Cu+DPA (Табела 15 и График 36).  

У групи третираној бакром активност CuZn SOD значајно је повећана у односу на 

контролу (од 3.38 ± 0.72 Јед./mg протеина до 7.18 ± 0.51 Јед./mg протеина). У осталим 

експерименталним групама активности CuZn SOD су смањене у односу на групу 

третирану само Cu, и приближне су контролним вредностима (Табела 15 и График 36). 

Активност CAT је значајно повећана у групи која је примала само Cu (490.2 ± 32.36 

Јед./mg протеина) и у групи Cu+DPA (582.1 ± 37.48 Јед./mg протеина) у односу на 

контролу (313.5 ± 38.12 Јед./mg протеина). Флавоноиди значајно смањују активности CAT 

у групи Cu+QE+EC (358.9 ± 9.57 Јед./mg протеина) и QE+EC (371.2 ± 20.42 Јед./mg 

протеина) у поређењу са Cu+DPA групом, и вредности су приближне контролним (Табела 

15 и График 37). 
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Табела 15. Активности супероксид-дисмутазе (SOD) и каталазе (CAT) у јетри 

контролне и експерименталних група 
 

 
Ук. SOD  

(Јед./mg 
протеина) 

Mn SOD 
(Јед./mg 
протеина) 

CuZn SOD 
(Јед./mg 
протеина) 

CAT   
(Јед./mg 
протеина) 

Контрола 10.60 ± 0.61 7.22 ± 0.89 3.38 ± 0.72 313.5 ± 38.12 

Cu 12.51 ± 1.14 5.33 ± 0.79 7.18 ± 0.51* 490.2 ± 32.36* 

Cu+DPA 13.21 ± 0.84* 9.66 ± 0.98# 3.55 ± 0.84# 582.1 ± 37.48* 

Cu+QE+EC 8.99 ± 0.28*#§ 6.35 ± 0.38§ 2.65 ± 0.30# 358.9 ± 9.57§ 

QE+EC 9.99 ± 0.46§ 6.10 ± 0.54§ 3.89 ± 0.40#‡ 371.2 ± 20.42§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 

 
 
 
 

График 35. Активност укупне супероксид-дисмутазе (Ук. SOD) у јетри  
контролне и експерименталних група 

*

*#§
§

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Ук. SOD

Је
д.

/m
g

 п
ро
те
ин
а

Контрола

Cu

Cu+DPA

Cu+QE+EC

QE+EC

 
* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 36. Активност манган садржавајуће супероксид-дисмутазе (Mn SOD) и  

бакар, цинк садржавајуће супероксид-дисмутазе (CuZn SOD) у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 

График 37. Активност каталазе (CAT) у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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Табела 16 и Графици 38–40 приказују активности ензима глутатион циклуса у 

јетри. Активност GSH-Px значајно је повећана само у групи Cu+QE+EC, на 49.27 ± 2.98 

Јед./mg протеина, у поређењу са контролом (34.56 ± 3.81 Јед./mg протеина), групом 

третираном само Cu (36.54 ± 3.89 Јед./mg протеина) и групом третираном Cu+DPA (42.40 

± 3.02 Јед./mg протеина) (Табела 16, График 38).  

Активности GR су повећане након третмана Cu (11.29 ± 1.13 nmol NADPH/mg 

протеина) и Cu+DPA (11.10 ± 0.62 nmol NADPH/mg протеина), али ове промене нису 

статистички значајне у односу на контролне вредности (10.42 ± 1.14 nmol NADPH/mg 

протеина) (Табела 16, График 39).  

Бакар није значајно утицао на активност GST, док су флавоноида повећали 

активност овог ензима у групи Cu+QE+EC (327.17 ± 22.59 Јед./mg протеина) и QE+EC 

(370.95 ± 45.38 Јед./mg протеина) у поређењу са контролном групом (221.33 ± 16.95 

Јед./mg протеина) и групом животиња која је добијала Cu+DPA (206.47 ± 19.06 Јед./mg 

протеина) (Табела 16, График 40). 

 

 

Табела 16. Активности ензима глутатион циклуса у јетри 
контролне и експерименталних група 

 

 GSH-Px  
(Јед./mg протеина) 

GR  
(Јед./ mg протеина) 

GST  
(Јед./mg протеина) 

Контрола 34.56 ± 3.81 10.42 ± 1.14 221.33 ± 16.95 

Cu 36.54 ± 3.89 11.29 ± 1.13 235.08 ± 19.0 

Cu+DPA 42.40 ± 3.02 11.10 ± 0.62 206.47 ± 19.06 

Cu+QE+EC 49.27 ± 2.98*#§ 9.62 ± 0.45 327.17 ± 22.59*§ 

QE+EC 42.53 ± 3.11 10.75 ± 0.79 370.95 ± 45.38*#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 38. Активност глутатион-пероксидазе (GSH-Px) у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

График 39. Активност глутатион-редуктазе (GR) у јетри 
контролне и експерименталних група 
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График 40. Активност глутатион-S-трансферазе (GST) у јетри 

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
 
 

4.8. КОНЦЕНТРАЦИЈЕ БАКРА И ЦЕРУЛОПЛАЗМИНА 

Концентрације бакра у плазми и јетри третираних животиња дате су у Табели 17 и 

на Графицима 41–44. Концентрације укупног бакра у плазми не варирају значајно у 

третираним групама, али резлутати указују да је субхроничан третман бакром допринео 

незнатном повећању концентрација укупног бакра (169.27 ± 38.53 µg/100 ml) у плазми 

третираних животиња у односу на контролу (157.27 ± 21.27 µg/100 ml) (Табела 17 и 

График 41). Концентрација бакра невезаног за церулоплазмин (non-CP-bound Cu, NCPC), 

добијена на основу формуле, значајно је увећана у плазми бакром третираних животиња 

(49.52 ± 1.9 µg/100 ml) у односу на контролу (8.96 ± 0.50 µg/100 ml) (Табела 17 и График 

42). Концентрације укупног бакра у плазми незнатно су смањене након третмана са DPA 

(118.75 ± 9.53 µg/100 ml) и флавоноидима (127.32 ± 11.58 µg/100 ml) (Табела 17 и График 

41), а концентрације non-CP-bound Cu значајно су умањене након третмана са DPA (2.91 ± 

0.79 µg/100 ml) и флавоноидима (1.70 ± 0.46 µg/100 ml) у односу на контролу и групу која 

је третирана само бакром (Табела 17, График 42).  

С друге стране, концентрације укупног бакра у јетри и концентрације non-CP-bound 

Cu, значајно су повећане у свим групама третираним бакром у односу на контролне 
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вредности (3.6 ± 0.8 µg/g w.w. ткива, за укупни бакар и 1.95 ± 0.15 µg/g w.w. ткива, за non-

CP-bound Cu). У групи Cu+QE+EC концентрација укупног бакра (29.9 ± 1.8 µg/g w.w. 

ткива) је виша у односу на Cu третирану групу (12.0 ± 1.4 µg/g w.w. ткива) (Табела 17 и 

График 43). Концентрација non-CP-bound Cu, већа је у групи која је третирана Cu+DPA 

(17.07 ± 1.75 µg/g w.w. ткива) у односу на групу која је третирана само Cu (10.51 ± 1.00 

µg/g w.w. ткива). Такође, концентрација non-CP-bound Cu, већа је у групи Cu+QE+EC 

(27.89 ± 1.27 µg/g w.w. ткива) у односу на остале две групе које су примале бакар, Cu и 

Cu+DPA  (Табела 17, График 44). 

 

 

 

 

 

 

Табела 17. Концентрације бакра у плазми и јетри  
контролне и експерименталних група 

 
Укупни бакар 

у плазми  
(µg/100 ml)  

Non-CP-bound Cu 
у плазми  

(µg/100 ml)  

Укупни бакар 
у јетри  

(µg/g w.w. ткива) 

Non-CP-bound Cu 
у јетри  

 (µg/g w.w. ткива)  

Контрола 157.27 ± 21.27 8.96 ± 0.50 3.6 ± 0.8 1.95 ± 0.15 

Cu 169.27 ± 38.53 49.52 ± 1.9* 12.0 ± 1.4* 10.51 ± 1.00* 

Cu+DPA 118.75 ± 9.53 2.91 ± 0.79*# 18.8 ± 4.2* 17.07 ± 1.75*# 

Cu+QE+EC 127.32 ± 11.58 1.70 ± 0.46*# 29.9 ± 1.8*# 27.89 ± 1.27*#§ 

QE+EC 152.09 ± 6.32 8.32 ± 0.73#§‡ 3.7 ± 0.8#§‡ 2.01 ± 0.32#§‡ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
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График 41. Концентрација укупног бакра у плазми 
контролне и експерименталних група 

0

50

100

150

200

250

Укупни бакар у плазми                       

µg
/1

0
0

 m
l 3
  Контрола

Cu

Cu+DPA

Cu+QE+EC

QE+EC

 
 
 
 
 
 

График 42. Концентрација бакра невезаног за церулоплазмин (non-CP-bound Cu) 
 у плазми контролне и експерименталних група  
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
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График 43. Концентрација укупног бакра у јетри 

контролне и експерименталних група 

*

*

*#

#§‡

0

5

10

15

20

25

30

35

Укупни бакар у јетри                       

µg
/g

 w
w

 тк
ив
а Контрола

Cu

Cu+DPA

Cu+QE+EC

QE+EC

 
* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 

 
 
 

График 44. Концентрација бакра невезаног за церулоплазмин (non-CP-bound Cu) у јетри 
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
‡ Статистички значајно у поређењу са Cu+QE+EC групом (p< 0.05). 
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Резултати приказани у Табели 18 и на Графику 45 показују да је концентрација 

церулоплазмина у плазми животиња третираних Cu (37.9 ± 1.8 mg/100 ml) и животиња 

третираних Cu+DPA (36.8 ± 1.2 mg/100 ml) значајно смањена у односу на контролу (47.1 ± 

3.9 mg/100 ml). Концентрација церулоплазмина у плазми животиња третираних 

Cu+QE+EC (39.9 ± 1.8 mg/100 ml) је умањена у односу на контролу, али је виша у односу 

на остале две групе третиране бакром. 

Концентрација церулоплазмина у јетри, изражена преко укупних протеина јетре, 

значајно је повећана у групи третираној само Cu (4.16 ± 0.09 µg/mg протеина) и Cu+DPA 

(4.78 ± 0.43 µg/mg протеина) у односу на контролу (3.63 ± 0.15 µg/mg протеина) (Табела 

18, График 46).  

Концентрација укупних протеина јетре значајно је смањена у групи третираној Cu 

(11.57 ± 0.45 mg/ml) и Cu+DPA (11.27 ± 0.73 mg/ml) у односу на контролу (14.74 ± 0.83 

mg/ml). Флавоноиди значајно повећавају концентрације укупних протеина јетре у групи 

Cu+QE+EC (15.45 ± 0.33 mg/ml) и QE+EC (16.55 ± 0.43 mg/ml) у поређењу са групама 

животиња које су добијале само Cu и Cu+DPA, и вредности су приближне контролним 

(Табела 18, График 47). 

Табела 18. Концентрације церулоплазмина у плазми и јетри и  
концентрације укупних протеина у јетри контролне и експерименталних група 

 

 
Церулоплазмин 

у плазми  
(mg/100 ml)  

Церулоплазмин 
у јетри  

(µg/mg протеина)  

Укупни 
протеини у 

јетри  
(mg/ml) 

Контрола 47.1 ± 3.9 3.63 ± 0.15 14.74 ± 0.83 

Cu 37.9 ± 1.8* 4.16 ± 0.09* 11.57 ± 0.45* 

Cu+DPA 36.8 ± 1.2* 4.78 ± 0.43* 11.27 ± 0.73* 

Cu+QE+EC 39.9 ± 1.8 4.07 ± 0.24 15.45 ± 0.33#§ 

QE+EC 45.7 ± 6.6 3.28 ± 0.38§ 16.55 ± 0.43#§ 

* Статистички значајно у поређењу са контролама (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 45. Концентрација церулоплазмина у плазми  

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 

 
 
 
 
 

 
 
 

График 46. Концентрација церулоплазмина у јетри  
контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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График 47. Концентрација укупних протеина у јетри  

контролне и експерименталних група 
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* Статистички значајно у поређењу са контролом (p< 0.05). 
# Статистички значајно у поређењу са Cu групом (p< 0.05). 
§ Статистички значајно у поређењу са Cu+DPA групом (p< 0.05). 
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5. ДИСКУСИЈА 
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Бакар као есенцијални нутриент учествује у бројним биолошким процесима 

неопходним за нормалан раст и развој организма. Активни је центар преко 12 

металоензима који су укључени у стварањe хемоглобина, биосинтезу катехоламина, у 

синтезу меланина, оксидацију дифенола, транспорт електрона (Uauy, 1998; Ferenci, 2004; 

Kodama и Fujisawa, 2009). С обзиром да је редокс активан метал и може да стимулише 

продукцију ROS и тиме доведе до оксидативног стреса његова хомеостаза је добро 

контролисана (Halliwell и Gutteridge, 2007). Услед поремећаја у хомеостази или повећане 

изложености бакру може да дође до испољавања његових штетних ефеката (Fuentealba и 

Aburto, 2003, Uriu-Adams и Keen, 2005). Бакар у вишку доводи до појаве психичких и 

неуролошких симптома (Scheinberg и Sternlieb, 1996; Arnal и сар., 2010), делује штетно на 

кардиоваскуларни систем, промовише атеросклерозу (Iskra и Majewski, 2000), доводи до 

бројних обољења јетре, опструкције жучних путева и канцера јетре (Eagon и сар., 1999; 

Ferenci, 2004; Patil и сар., 2013). 

Флавоноиди показују широк спектар биолошке активности укључујући 

антиоксидативно (Bøhn и сар., 2012; Peng и сар., 2013), антиалергијско (Kawai и сар., 

2007), антимикробно (Cushnie и Lamb, 2005; Ishisaka и сар., 2011), неуропротективно 

(Zhao, 2009) и хепатопротективно деловање (Middleton и сар., 2000; Si и сар., 2011; 

Ishisaka и сар., 2011). Исхрана богата флавоноидима, нарочито кверцетином, доводи до 

опадања крвног притиска, смањује ризик од кариоваскуларних болести (Nijveldt и сар., 

2001), доприноси редукцији неуродегенеративних поремећаја и побољшава 

антиоксидативни одбрамбени систем (García-Saura и сар., 2005; Zhao, 2009; Larson и сар., 

2012). Кверцетин и епикатехин заступљени су у намирницама присутним у свакодневној 

исхрани људи. Најбогатији извори ових флавоноида су јабуке, црни лук, орашасто воће, 

црни и зелени чај, црвено вино, чоколада и какао. Захваљујући фенолној структури и 

присуству хидроксилних група, флавоноиди делују као донори водоника и представљају 

снажне антиоксидансе (Bors и сар. 1990; Mira и сар., 2002). 

Циљ истраживања ове докторске дисертације је испитивање ефеката субхроничне 

интоксикације бакром на хематолошко-биохемијске параметре у крви, параметре 

оксидативно/антиоксидативног статуса у еритроцитима и јетри пацова, као и испитивање 

протективног капацитета флавоноида кверцетина (QЕ) и епикатехина (ЕC). Такође су 

испитивани и упоређивани ефекти примењених флавоноида и комерцијалног лека D-
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пенициламина (DPA) који се користи у терапији Вилсонове болести, чији је узрок 

повећано акумулирање бакра у ткивима. 

У току експеримента у трајању од 5 недеља, животиње које су пиле воду са бакар 

хлоридом узимале су у просеку мање воде од животиња које су пиле чисту воду (Табела 

1). То је довело до дехидратације, која је условила и смањено узимање хране. Резултати 

нашег истраживања показују да је код животиња субхронично интоксицираних само 

бакром дошло до смањења прираста телесне тежине за ∼ 30% у поређењу са осталим 

експерименталним групама (Табела 1, График 1) што је довело до лошег општег 

здравственог стања животиња. Смањење телесне тежине код пацова третираних бакром 

упућује на појачану разградњу протеина ткива. Хронични стрес доводи до појачаног 

лучења кортизола који појачава катаболичке реакције, односно доводи до интензивније 

разградње ткива у корист регенерације. Друге студије су такође показале да дуготрајна 

конзумација соли бакра узрокује поремећаје у расту и смањење телесне тежине животиња 

(Boyden и сар., 1938; Rana и Kumar 1980; Bataineh и сар., 1998). 

С друге стране, животиње третиране флавоноидима QЕ и EC у котретману са 

бакром, као и животиње третиране бакром и DPA, континуирано су добијале на тежини. 

Студија Satyendra и сар. (2012) показала је да су мишеви третирани кверцетином нормално 

добијали на тежини и имали 20% повећање дужине живота.  

Бакар је важан за процес еритропоезе и његов недостатак је повезан са умањеном 

синтезом хемоглобина и анемијом. Показано је међутим, да изложеност већим 

концентрацијама бакра in vitro доводи до смањења флексибилности еритроцита, повећане 

пропустљивости мембране и осмотске слабости третираних ћелија што резултује 

повећаном разградњом или хемолизом еритроцита (Adams и сар., 1979). Истраживање 

Fernandes и сар. (1988) показало је да инкубација суспензије еритроцита бакар(II)- јонима 

доводи до липидне пероксидације и деструкције еритроцита као последице оксидације 

оксихемоглобина од стране бакар(II)- јона и то за крајњи резултат има смањење 

концентрације Hb и Hct и појаву микроцитне анемије.  

Резултати овог истраживања показују да је интоксикација сублеталном дозом бакра 

довела до значајних промена хематолошких параметара. Смањен је број еритроцита 

(RBC), концентрација хемоглобина (Hb), као и вредност хематокрита (Hct), (Табела 2 и 

Графици 2–4). Такође, забележене су и промењене вредности еритроцитних индекса 



Дискусија 

 119 

(MCV, MCH, MCHC, RDW) у групи животиња третираних само бакром и бакром са DPA 

(Табела 3). Анемија, која се јавља код бакром третираних животиња карактерише се 

микроцитозом и хипохромијом. Еритроцитни индекси су параметри који указују на 

особине еритроцита и промене њихових вредности ближе одређују морфологију 

еритроцита и тип анемије. После третмана бакром на микроцитозу указује смањена 

вредност просечне запремине еритроцита (MCV), док на хипохромну анемију указују 

смањене вредности просечне количине Hb у еритроциту (MCH) и просечне концентрације 

Hb у свим еритроцитима (MCHC), као и повећана вредност ширине дистрибуције 

запремине еритроцита (RDW). RDW је еритроцитни индекс који показује варијације у 

величини еритроцита и када је повећан упућује на постојање више популација еритроцита, 

што је карактеристика појединих хематолошких болести еритроцитне лозе (Simel и сар., 

1988). Слични резултати добијени су и у другим студијама које показују да бакар, као и 

други метали (олово, кадмијум и цинк), оштећују мембрански скелет еритроцита, и то 

доводи до деформације ћелија, њиховог повећаног разлагања и до хемолизе (Kostić и сар., 

1993; Ognjanović и сар., 2003; Bozynski и сар., 2009; Nikolić и сар., 2013).  

Од изузетне је важности за еритроците да имају способност да спрече или изврше 

поправку оштећених молекула, попут хемоглобина или мембранских липида и протеина. 

С обзиром да ерироцити немају способност синтезе протеина, не поседују способност да 

замене било који протеин или компоненту еритроцитне мембране која се оштети и 

постане нефункционална. Две су озбиљне последице оксидације хемоглобина: прво, 

створени метхемоглобин није способан да везује кисеоник и друго супероксид анјон 

радикал (О2
•-), који се у том процесу створио, може да оксидује или иницира оксидацију 

многих биомолекула посебно мембранских липида. Rana и Kumar (1980) су показали да у 

присуству бакра долази до повећане продукције О2
•- на мембранама RBC. Бакар(I)-јон у 

реакцији са кисеоником продукује О2
•-, а бакар(II)- јон оксидује −SH групе хемоглобина 

(Clopton и Saltman, 1997). 

Еритроцити су осетљивији на оксидативна оштећења од других ћелија, с обзиром 

да имају велики афинитет за везивање метала, стално су изложени деловању слободних 

радикала и имају мембране богате незасићеним масним киселинама (Clemens и Waller, 

1987). Као последица пероксидативних оштећења мембране слободним радикалима, у 

концентрацијама са којима антиоксидативни заштитни систем еритроцита не може да се 
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избори, наступа хемолиза (Ribarov и Benov, 1981; Iciek и сар., 2000; Gaetke и Chow, 2003). 

Смањење броја еритроцита, концентрација хемоглобина и вредности хематокрита након 

третмана сублеталним дозама бакра у нашем истраживању, вероватно су последице 

оксидативних оштећења мембране еритроцита и хемоглобина, као и њихове повећане 

деструкције. 

Значајан пад вредности Hb и Hct, осим у групи која је третирана само бакром, 

забележени су и у групи која је уз бакар примала и DPA, што упућује на закључак да DPA 

није спречио негативне ефекте бакра на ове хематолошке параметре (Табела 2, График 3 и 

4). Један од нежељених ефеката који се јавља приликом дуготрајне терапије DPA јесте и 

хемолиза (Fishel, 1989). 

Флавоноиди QЕ и EC, примењени самостално и у котретману са бакром, довели су 

до пораста броја RBC, концентрација Hb, као и вредности Hct и еритроцитних индекса 

MCV и MCH, у поређењу са групом третираном само бакром и групом третираном бакром 

и DPA. Резултати показују и значајан пораст броја RBC и вредности Hct у односу на 

контролу након примене QЕ и EC (Табела 2 и Графици 2–4). Такође, у котретману QЕ и 

EC са бакром повећана је вредност просечне концентрације хемоглобина у еритроцитима 

(MCHC) у поређењу са групом која је примала само бакар, а смањена вредност ширине 

дистрибуције еритроцита по волумену (RDW), у поређењу са животињама третираним 

бакром и бакром са DPA (Табела 3).  

Позитивне ефекте флавоноида на хематолошке параметре показала су и друга 

истраживања. У студији Selvakumar и сар. (2013) QЕ је довео до значајног пораста 

вредности Hb, Hct и RBC код пацова третираних полихлорованим бифенилима (PCB). До 

сличних резултата дошли су Chouhan и сар. (2011) у истраживању ефеката QЕ након 

третмана флуоридима код пацова и Petruška и сар. (2013) у студији на зечевима, применом 

различитих концентрација QЕ.  

Значајно побољшање хематолошких параметара код животиња третираних QЕ и 

EC може се приписати њиховом антиоксидативном потенцијалу. Показано је да EC in vitro 

спречава оксидацију протеина, остварује интеракцију са липидним двослојем и повољно 

утиче на флуидност мембране и морфологију еритроцита, чиме спречава хемолизу 

индуковану пероксидацијом (Martinez и сар., 2012). Добијени резултати сугеришу да QE и 
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EC протективне ефекте остварују вероватно захваљујући способности да уклањају 

реактивне врсте чиме спречавају оштећења еритроцита и хемолизу.  

Бакар је неопходан за ефикасан имуни одговор и есенцијалан за продукцију 

интерлеукина-2 (IL-2) од стране активираних лимфоцита (Tapiero и сар., 2003). 

Недостатак, као и прекомерни унос бакра, одражава се на више аспеката имуног одговора, 

укључујући смањење броја неутрофила, редукцију пролиферације лимфоцита и антиген-

специфичну продукцију антитела. Резултати нашег истраживања показују да након 

третмана није дошло до значајне промене у броју леукоцита (WBC), али да постоје 

разлике у процентуалној заступљености поједних елемената беле крвне лозе. Пад 

заступљености моноцита (Mon), а пораст гранулоцита (Gra) у односу на контроле 

примећени су код животиња третираних бакром, као и животиња које су примале бакар и 

DPA. Флавоноиди су у котретману са бакром смањили процентуалну заступљеност Gra, 

док су повећали процентуалну заступљеност Mon у поређењу са осталим групама 

третираним бакром (Табела 4, График 6).  

Из литературних извора може да се закључи да повећан унос бакра не утиче битно 

на промене у броју укупних леукоцита, али може да доведе до пораста броја неутрофила и 

пада броја лимфоцита (Soli и Froslie, 1977; Massie и сар., 1993; Handy, 2003). Повећано 

присуство бакра доводи до смањења концентрације IL-2 који регулише пролиферацију 

лимфоцита и последично до њихове смањене пролиферације. Имуносупресивно деловање 

бакра у вишку на мишевима показали су Pocino и сар. (1990), а администрација цинка 

повратила је функције имуног система. Апсорпција цинка, који је значајан за одбрамбене 

процесе ћелија, смањена је у условима повећане апсорпције бакра (Gunshin и сар., 1997). 

Третман бакром у нашем истраживању није значајно утицао на заступљеност лимфоцита, 

али је повисио заступљеност Gra. 

Повећане концентрације серумског бакра нађене су код инфламаторних болести 

људи, а такође се доводе у везу са повећаном стопом смртности од кардиоваскуларних 

болести (Salonen и сар., 1991) и сматра се да инфламација представља резултат 

оксидативног деловања бакра (Leone и сар., 2006). Иако недостатак бакра може да угрози 

ефикасност имуног одговора, повећано присуство бакра такође, није пожељно због његове 

везе са маркерима оксидативног стреса, инфламацијом и повећаним кардиоваскуларним 

ризиком.  
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DPA поседује антиинфламаторне особине, инхибира синтезу цитокина и 

пролиферацију T-лимфоцита (Handel и сар., 1996). Значајно повећање Gra код животиња 

третираних бакром и DPA у нашем истраживању упућује на алергијску реакцију на лек, с 

обзиром да је DPA дериват пеницилина (Kianoush и сар., 2012).  

Флавоноиди испољавају антихистаминско, антиалергијско деловање. Агликон QЕ, 

као и његови метаболити попут QЕ-3-О-глукозида, у стању су да стабилизују ћелијске 

мембране мастоцита и базофила и на тај начин смање ослобађање хистамина (Middleton и 

сар., 2000; Sunita и сар., 2012). Поред овога, показано је да флавоноиди из црвеног вина, 

проантоцијанидини као и QЕ, инхибирају активност циклооксигеназа (COX-1 и COX-2) и 

липооксигеназе (5-LOX), медијаторе инфламаторних процеса, чиме испољавају 

антиинфламаторно деловање (Manthey, 2000; Kimata, 2000; Kutil и сар., 2014). QЕ и 

његови метаболити инхибирају мијелопероксидазу, коју секретују активирани неутрофили 

и макрофаги (Shiba и сар., 2008), отпуштање хистамина и синтезу интерлеукина у 

базофилима (Kawai и сар., 2007; Sikder и сар., 2014). За катехине је такође, показано да 

инхибирају ослобађање проинфламаторних цитокина, IL-1, фактора туморске некрозе 

(TNF-α) и простагландина Е2 (PGE2) (Rogerio и сар., 2007; Tang и сар., 2007) и редукују 

синтезу IgE (Pérez-Cano и сар., 2013).  

На основу резултата (Табела 5 и Графици 7 и 8) може се видети да је бакар смањио 

број тромбоцита (Plt) и тромбокрит (Pct), а значајно повећао ширину дистрибуције 

тромбоцита по волумену (PDW) код животиња које су примале само бакар и код оних које 

су третиране бакром са DPA. Котретман бакром и QЕ+EC значајно је повећао Plt и Pct, а 

смањио PDW.  

До смањења броја тромбоцита може да дође услед њихове смањене синтезе или 

повећане разградње, а оба поремећаја могу да буду последица деловања бројних фактора 

који супресивно утичу на костну срж или повећавају деструкцију, укључујући лекове и 

токсичне супстанце, вирусне инфекције или оштећење ткива (Aster и Bougie, 2007). Morin 

и сар. (1993) су испитивали активност тромбоцита у условима смањеног уноса бакра код 

пацова и показали су да долази до повећане синтезе тромбоксана од стране тромбоцита и 

и њихове проагрегаторне активности услед смањене активности супероксид-дисмутазе и 

повећане липидне пероксидације. Код оболелих од Вилсонове болести (смањена 

концентрација бакра у серуму) један од клиничких знакова може да буде и 
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тромбоцитопенија. С друге стране, код паса (доберман) уз повећане концентрације бакра у 

серуму и јетри могу да се констатују смањен број тромбоцита и продужено 

протромбинско време (Crawford и сар., 1985). Пораст индекса PDW сугерише варирања у 

величини тромбоцита и упућује на њихову активацију (Vagdatli и сар., 2010), а наши 

резултати показују да је у групама третираним бакром и бакром са DPA дошло до 

значајног пораста овог тромбоцитног индекса. Активација тромбоцита повећава 

хемотаксију, адхезију и агрегацију неутрофила, и ослобађање лизозомалних ензима 

(Weksler, 1988). Наши резултати показују да је након третмана бакром и бакром са DPA 

повећана процентуална заступљеност гранулоцита (Табела 4).  

Познато је да флавоноиди делују превентивно на процесе атеросклерозе, између 

осталог и редукцијом агрегације тромбоцита, тако што инхибирају активност COX-1 

(катализира биосинтезу тромбоксана, еиокосаноида који пропагира агрегацију тромбоцита 

и вазоконтрикцију) (Kutil и сар., 2014). Метаболит кверцетина 3-O-β-D-глукуронид 

инхибира миграцију ћелија посредовану фактором раста који синтетишу тромбоцити 

(Ishizawa и сар., 2011). Повећан број тромбоцита често се јавља као одговор на повреду уз 

повећану секрецију инфламаторних цитокина. Повећање броја тромбоцита након третмана 

флавоноидима можда представља реакцију на примену инјекција. Gammulle и сар. (2012) 

су нашли да третман екстрактом папаје има стимулаторну активност на тромбопоезу и 

значајно повећава број тромбоцита и леукоцита код мишева. 

Одређивањем укупних протеина обухваћени су сви протеини и протеиди у крви. 

Њихова вредност може бити промењена у појединим стањима као што су трауме, 

хронична инфламаторна стања, хепатопатија, попут цирозе, тумори или дехидратација. 

Субхронична изложеност бакру у овом истраживању довела је до смањења вредности 

укупних протеина и пораста албумина у серуму у односу на контролу (Табела 6). Пад 

укупних протеина може да упућује на смањење синтезе протеина и повећани катаболизам. 

Резултати приказани у Табели 1 показују да су животиње третиране бакром имале смањен 

прираст телесне тежине.  

Албумин је квантитативно најзначајнији протеин у плазми и чини 40–60 % 

укупних протеина плазме. До пораста концентрације албумина након третмана бакром 

могло је да дође услед дехидратације, с обзиром да су животиње којима је понуђен 

раствор бакар хлорида пиле знатно мање воде од животиња које су пиле чисту воду. 
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Могуће је да је повећана концентрација албумина резултат повећаног уноса бакра, с 

обзиром да је албумин одговоран за транспорт апсорбованог бакра из ентероцита до јетре, 

или немогућности хепатоцита да преузму циркулишући комплекс албумин-бакар. Сличне 

резултате показује и студија ефеката хроничног тровања бакром код оваца (Soli и Froslie, 

1977).  

Ниво укупних протеина и албумина у серуму након третмана флавоноидима 

самостално или у котретману са бакром сличан је контролним вредностима, а 

концентрације албумина су ниже у односу на групу третирану бакром и DPA (Табела 6), 

сугеришући да третман флавоноидима није значајно утицао на метаболизам протеина.  

Субхронични третман није значајно утицао на ниво глукозе у крви, али се запажа 

пораст код свих третираних група у односу на контролу (Табела 6 и График 9). 

Експериментални и епидемиолошки подаци о уносу и концентрацајама бакра, с једне 

стране, и концентрацијама глукозе са друге, су различити. Поједине студије показују да 

бакар делује слично инсулину, односно инхибира ослобађање масних киселина и појачава 

унос глукозе у адипоците (Cohen и сар., 1982; Karmaker и сар., 2007). Примена бакар 

сулфата код дијабетичних пацова снижава ниво глукозе у крви (Tanko и сар., 2013). Са 

друге стране, повећан унос бакра ремети метаболизам Zn и Fe, и може да доведе до 

хроничних патолошких стања, као што су дијабетес или дијабетичке компликације (Eteng 

и сар., 2008; Kazi и сар., 2008). Цинк је укључен у синтезу и конформациони интегритет 

инсулинских мономера и неопходан је за секрецију инсулина. Смањен ниво Zn, услед 

повећаног уноса бакра, може да се одрази на способност ћелија Лангерхансових острваца, 

одговорних за продукцију и секрецију инсулина (Kazi и сар., 2008). Такође, повећане 

вредности бакра у серуму нађене су код пацијената са дијабетесом (Wiernsperger и Rapin, 

2010). Да постоји тесна веза између бакра и инсулинске резистентности показала је и 

студија Tanaka и сар. (2009), где је након примене хелатора бакра (тетратиомолибдат), 

концентрација серумског бакра снижена, као и концентрације глукозе, инсулина и 

триглицерида.  

За разлику од ефеката третмана на метаболизам протеина и шећера, резултати овог 

истраживања показују да је третман бакром значајно утицао на метаболизам холестерола.  

Табела 6 и График 10 приказују да је дошло до значајног пораста нивоа укупног 
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холестерола код животиња које су примале само бакар, и код оних које су уз бакар 

примале и DPA.  

У експерименталним студијама на животињама и људима показана је како 

негативна (Ferns и сар., 1997), тако и позитивна (Galhardi и сар., 2004) корелација између 

бакра унетог храном и концентрације укупног холестерола. Повећан ниво бакра у серуму 

констатује се код пацијената са хиперхолестеролемијом и хипертриглицеридемијом 

(Kaminiwa и сар., 2013). Уочено је да постоји веза између повећаног нивоа серумског 

бакра и оксидације LDL холестерола (Tan и сар., 1999; Ahuja и сар., 2006), с обзиром да 

јони бакра партиципирају у реакцијама конверзије супероксид анјон радикала у водоник 

пероксид и хидроксил радикал и катализују оксидативну модификацију LDL in vitro и у 

зиду артерија.   

Повећан садржај бакра у организму штетно делује на кардиоваскуларни систем, 

доводи до коронарних болести, атеросклерозе, као и повишеног крвног притиска. 

Цитотоксични ефекти бакра, испитивани применом CuSO4, показани су и на културама 

хуманих васкуларних ендотелних ћелија и фибробласта (Wang и Guo, 2006). Дисфункција 

ендотела је почетак атеросклеротског процеса и ово указује на значај поремећаја 

метаболизма бакра у раним фазама патогенезе атеросклерозе (Iskra и Majewski, 2000). 

До повећања укупног холестерола у серуму након третмана бакром у овом 

истраживању могло је да дође услед пероксидације мембранских липида или услед 

смањења концентрација ендогених антиоксиданата попут аскорбинске киселине. Такође, 

блокада жучних канала јетре може да доведе до смањења или престанка секреције жучи у 

дванаестопалачно црево (холестаза) и сходно томе до повећаног присуства липида у 

серуму. Код холестазе као последице хроничног хепатитиса, билијарне цирозе и 

холангитиса (упала билијарних дуктуса), обично се налази повишен садржај бакра у јетри 

(European Association for Study of Liver, 2012).  

Епидемиолошке студије показују да исхрана богата флавоноидима умањује ризик 

од атеросклеротичних промена. У томе, поред антиоксидативних активности, могу да 

имају улогу и ефекти флавоноида на метаболизам масти и холестерола. Флавоноиди могу 

да индукују гликогенезу, инхибирају К канале у панкреасним бета ћелијама, регулишу 

унос шећера у ентероцитама, као и унос и дистрибуцију липида и холестерола (Almario и 

сар., 2001). Хиполипидемични ефекти кверцетин агликона, као и кверцетин гликона 
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(рутин), показани су у студији Sikder и сар. (2014). У раду Ikeda и сар. (1992), показано је 

да катехини умањују растворљивост холестерола и тиме и његову апсорпцију у цреву 

пацова. Најновије истраживање Nekohashi и сар. (2014) показало је да кверцетин инхибира 

апсорпцију холестерола in vitro, као и in vivo, инхибицијом транспортера холестерола 

NPC1L1 (Niemann-Pick C1-Like 1) у ентероцитама јејунума. Констатовано је и да 

метаболит кверцетина QE-3-O-глукуронид у макрофагама мишева in vitro појачава 

експресију транспортера ABCA1 (ATP-binding cassette, subfamily A, member 1) који има 

важну улогу у регулацији хомеостазе холестерола у ћелији (Ohara и сар., 2013). ABCA1 

транспортер посредује у ефлуксу холестерола, метаболичком путу којим се уклања вишак 

холестерола из периферних ткива и транспортује до јетре да би био елиминисан (Oram и 

Lawn, 2001). Резултати нашег истраживања показују да су флавоноиди QЕ+EC значајно 

редуковали вредност холестерола, како примењени самостално, тако и у котретману са 

бакром, у поређењу са остале две групе третиране бакром. 

У Табели 7 и на Графицима 11–14 приказани су резултати активности ензима 

аспартат аминотрансферазе (AST), аланин аминотрансферазе (АLT), алкалне фосфатазе 

(ALP), гама-глутамил транспептидазе (GGT) и лактат дехидрогеназе (LDH) у серуму, као 

биомаркера цитотоксичности јетре. Показано је да је након субхроничне интоксикације 

бакром дошло до повећања активности испитиваних ензима у серуму у поређењу са 

контролним вредностима. Ове промене указују да је бакар узроковао оштећење 

хепатоцита нарушавањем функционалног интегритета ћелијских мембрана и довео до 

ослобађања ових ензима у серум.  

Трансаминазе AST и ALT представљају групу ензима, одговорних за пренос амино 

групе на алфа-кето киселину, које су широко распрострањене у ткивима, са ниском 

активношћу у серуму. ALT се сматра ензимом „специфичним“ за јетру, с обзиром да су 

хепатоците знатно богатије овим ензимом него ћелије других органа. И код релативно 

малог оштећења ткива трансаминазе излазе из хепатоцита у циркулацију, где може да се 

констатује њихова повећана активност. Такође, повећане активности ензима AST у серуму 

настају услед отпуштања из лизираних еритроцита (Gaetke и Chow 2003; Oosthuizen, 

2011).  

ALP је хидролаза одговорна за дефосфорилацију нуклеотида, протеина и 

алкалоида. Серумска ALP углавном потиче из јетре и костију, па је од значаја у дијагнози 
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хепатобилијарних обољења и обољења костију. Умерено повећана активност серумске 

ALP јавља се код обољења јетре и жучних путева а значајно повећана код опструкције 

секреције жучи. Њено значајно повећање сматра се знаком холестазне болести јетре, 

интрахепатичне и екстрахепатичне холестазе. Уз повишене вредности GGT извор 

серумске ALP су готово сигурно јетра и жучни путеви (Stadtman, 1961). С друге стране, 

смањена активност ALP јавља се код оболелих од Вилсонове болести, што се приписује 

заменом цинка у активном месту ензима јоном бакра (Oosthuizen, 2011).  

GGT је ензим укључен у метаболизам глутатиона и задужен за трансфер гама-

глутамил функционалних група глутатиона на различите акцепторе, воду, аминокиселине 

или пептиде. Присутна је у јетри и другим ткивима и користи се као маркер у дијагнози 

болести јетре, панкреаса и опструкције жучних путева.  

LDH је ензим који се налази у јетри, бубрезима, скелетним мишићима, 

еритроцитима и катализује претварање лактата у пируват. Повећани ниво LDН у хуманом 

серуму одражава степен разарања ћелија и токсичних ефеката у ткивима, која су богата 

овим ензимом. Повећање LDН је такође, последица хемолизе (Oosthuizen, 2011). Повећане 

активности ALT и AST, као и LDH у серуму служе као један од параметара у дијагностици 

хепатитиса код Вилсонове болести, а такође упућују на оштећења јетре код животиња 

(Fuentealba и сар., 2000; Gaetke и Chow, 2003). Транзициони метали, бакар и гвожђе, 

индукују респираторну активност у Купферовим ћелијама, која води настанку 

секундарних реактивних врста HO• и NO2
+, што за последицу има оштећење јетре и 

ослобађање LDH (Videla и сар., 2003). George и Chandrakasan, (1997) показали су значајан 

пораст активности LDH у серуму пацова као последица хепатичне фиброзе. Значајан 

пораст GGT у плазми након хроничне суплементације бакра констатован је код преживара 

(Minervino и сар., 2008), оваца (Villar и сар., 2002) и пацова (Fuentealba и сар., 2000). 

Флавоноиди QЕ и EC апликовани самостално нису довели до битних разлика у 

активностима испитиваних ензима у односу на контролу. У котретману са бакром QЕ и 

EC су активности ензима ALT и GGT незнатно умањили, а активности AST, ALP и LDH 

значајно редуковали у поређењу са вредностима измереним код животиња третираних 

бакром. Третман DPA такође је ублажио негативне ефекте бакра на испитиване ензиме 

(Табела 7, Графици 11–14). Резулати зато сугеришу да су QЕ и EC, као и DPA у стању да 



Дискусија 

 128 

очувају функционални интегритет ћелијских мембрана хепатоцита и да спрече некрозу 

хепатоцита и „цурење“ ових ензима у крвоток. 

Наши резултати корелирају са резултатима других истраживања у којима је 

показано да су након третмана QЕ снижене активности маркер ензима AST, АLТ, ALP као 

и LDH у серуму животиња, захваљујући редукцији пероксидативних оштећења јетре 

(Tokyol и сар., 2006; Uzun и Kalender, 2013) и миокарда (Matouk и сар., 2013; Milton и сар., 

2013).  

Хомеостаза електролита (K, Na, Ca, Fe, Phos) неопходна је за остваривање 

комплексних функција организма. Ефекти субхроничног третмана на хомеостазу 

електролита у крви приказани су у Табели 8 и Графицима 15–18. Резултати показују да је 

бакар довео до значајног пада концентрација натријума и гвожђа у серуму у односу на 

контроле. Котретман бакром и DPA такође је довео до смањења концентрације натријума 

у серуму. Флавоноиди су значајно повећали концентрацију натријума, а смањили 

концентрацију калијума у серуму у односу на групе третиране само бакром и бакром са 

DPA. Третман флавоноидима QЕ и ЕС, као и бакром и DPA повећао је концентрацију  

гвожђа у серуму у поређењу са групом која је добијала само бакар. 

Смањена концентрација натријума у серуму након третмана бакром може да буде 

последица инхибиције Na/K-ATP-азе, мембранског ензима који успоставља и одржава 

високу унутарћелијску концентрацију К и ниску унутарћелијску концентрацију Na. У in 

vitro условима је показано да транзициони метали, Cu2+, Zn2+, Fe2+ и Co2+ и тешки метали, 

Hg2+ и Pb2+, доводе до инхибиције овог ензима Na/K-ATP-азе (Krstić и сар., 2005). Студија 

Kеdzierska и сар. (2005) такође је показала да присуство повећаних концентрација бакра у 

серуму смањује активност Na/K транспортера и ремети функцију мембране. Негативна 

корелација између повишених концентрација бакра и активности мембранског Na/K 

транспортера за последицу има смањење концентрације Na у плазми.  

Смањена концентрација Fe може да буде резултат смањене апсорпције у цреву, с 

обзиром да повећан унос бакра инхибира апсорпцију Fe. То потврђују и хематолошки 

налази, смањена концентрација хемоглобина, хематокрита, броја еритроцита, као и 

промењене вредности еритроцитних индекса. Транспортер Fe двовалентни метал 

транспортер 1 (DMT1), налази се на апикалној мембрани ентероцита, такође је и 

транспортер бакра, што указује да ова два метала могу међусобно да компетирају за 
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апсорпцију од стране дуоденалних ентероцита (Sharp, 2004). Код свиња храњених бакром 

у вишку такође је регистрована смањена концентрација Fe у серуму (Gipp и сар., 1974). 

Смањене концентрације натријума, калијума, гвожђа и калцијума у серуму, констатују се 

код хипертензивних пацијената уз повећане вредности бакра (Momtaz и сар., 2000). 

Недостатак, као и токсичност бакра повезани су са смањеном концентрацијом гвожђа, али 

различити механизми доводе до анемије која је присутна у оба случаја. 

Флавоноиди у котретману са бакром повећали су однос Na/K као и концентрацију 

гвожђа у серуму. Javorková и сар. (2003) су показали да након третмана полифенолима из 

црвеног вина долази до повећања броја молекула Na/K-ATP-азе у ткиву бубрега 

хипертензивних пацова и до обнављања афинитета ATP и Na+ везујућих места ензима. Са 

друге стране, у бројним студијама је показано да флавоноиди у микромоларним 

концентрацијама инхибирају Na/K-ATP-азе (Hirano и сар., 1989; Mishra и Rizvi, 2012). 

Тетра- и пентахидрокси флавони (кверцетин) инхибирају активност изоловане Na/K-ATP-

азе плазма мембране и митохондријалне ATP-азе, али под одговарајућим условима не 

утичу на активност у транспорту јона (Suolinna и сар., 1975). 

У оксидативном метаболизму у физиолошким условима формирање реактивних 

врста кисеоника (ROS) одвија се континуирано, у незнатном обиму, и у равнотежи је са 

системом антиоксидативне заштите (АОS). Повећано стварање ROS и/или недовољна 

антиоксидативна заштита доводи до оксидативног стреса у ћелији (Halliwell и Gutteridge, 

2007). Нарушени оксидо-редукциони статус узрокује повећану продукцију ROS, промене 

активности антиоксидативних ензима и смањење концентрација неензимских 

антиоксиданаса, и доводи до оксидативне деструкције биомолекула. 

У ћелијама бакар је присутан у два облика, као оксидовани, стабилни купри јон 

(Cu2+, Cu(II)-јон) и редуковани, реактиван купро јон (Cu+, Cu(I)-јон). Претежно је 

заступљен као Cu2+, с обзиром да у присуству кисеоника или другог акцептора електрона  

Cu1+ лако оксидује до Cu2+. Преко Fenton-ове реакције, Cu1+ преводи слабо реактивни 

водоник пероксид у хидроксил радикал (•OH), једну од најреактивнијих врста кисеоника 

(Halliwell и Gutteridge, 2007). Cu1+ у присуству супероксид анјон радикала (О2
•-) и смањене 

количине аскорбинске киселине и глутатиона, преко Haber-Weiss-oвe реакције такође 

катализује настајање •OH, који лако ступа у даље реакције и изазива оксидативна 

оштећења у ћелијама. У редуктивном окружењу ћелије, Cu2+ (као и Fe3+) се неензимски 
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редукује од стране аскорбата и редукованог глутатиона до Cu1+ (Fe2+), што доводи до 

зачараног круга продукције •OH (Dröge, 2002; Halliwell и Gutteridge, 2007).  

Ефекти третмана на концентрације ROS у еритроцитима животиња приказани су у 

Табели 9 и Графицима 19–21. Резултати показују да је бакар довео до значајне продукције 

O2
•- и H2O2 у односу на контролну вредност, док концентрација нитрита (NО2

-) није 

измењена. Активност NADPH оксидазе, генератора O2
•-, може бити повећана у присуству 

већих концентрација бакра, као што су показали Dogan и сар. (1994), у неутрофилима. 

Такође, бакар утиче и на Купферове ћелије, иницирајући реакције које доводе до 

респираторног праска у активираним макрофагима, што може да води развоју оштећења 

јетре (Videla и сар., 2003). Супероксид анјон радикал, као ни NO, појединачно не морају да 

буду токсични in vivo захваљујући ефикасним системима којима се спречава њихова 

акумулација. Супероксид анјон радикал уклања ензим супероксид-дисмутаза (SOD), а 

акумулирање великих концентрација NO спречено је дифузијом NO кроз ткива у 

еритроците (Pacher, 2007). NО, ослобођен из ендотелних и активираних инфламаторних 

ћелија у плазму, нестабилан је и подлеже оксидацији, продукујући стабилнe NО2
- које 

преузимају еритроцити (Dejam и сар., 2005). Унутар еритроцита NО2
- могу да реагују са 

оксихемоглобином и да формирају метхемоглобин и нитрате (Pacher, 2007). У анаеробним 

условима, деоксихемоглобин редукује NО2
- до NO, који може да се ослободи у току 

проласка еритроцита кроз капиларе (Dejam и сар., 2005). Међутим, у присуству повећаних 

концентрација O2
•- у еритроцитима, реакција NO са O2

•- води формирању токсичних 

пероксинитрита (ONOO-), (Wink и Mitchell, 1998).  

Флавоноиди примењени са бакром ублажили су пораст концентрација O2
•- и H2O2 

(Табела 9, Графици 19 и 20). То може да се припише променама редокс стања и утицајима 

на одбрамбени механизам ћелија, као што су показала ранија истраживања (Chouhan и 

сар., 2011). Nakayama и сар. (1993) су забележили да QЕ и катехини инхибирају 

цитотоксичност О2
•- и H2О2 на V79 ћелије Кинеског хрчка in vitro. QЕ директно везује и 

уклања О2
•-, а такође инхибира ксантин-оксидазу, ензим одговоран за продукцију О2

•- 

(Muthukumaran и сар., 2008). Ефикасност у уклањању радикала QЕ „дугује“ високој 

дифузији кроз мембране, што му омогућава да „хвата“ О2
•- на више места у липидном 

двослоју (Moridani и сар., 2003), као и структури (орто-дихидрокси) захваљујући којој 

везује липидне алкоксил и пероксил радикале (Lien и сар., 1999; Muthukumaran и сар., 
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2008). За ЕС је такође показано да ефикасно уклања хидроксил радикал (Quine и Raghu, 

2005). 

Наши резултати такође показују да је у котретману бакром и флавоноидима 

значајно повећана концентрација NO2
- у односу на контролну вредност (Табела 9, График 

21).  

Исхрана богата флавоноидима повезана је са смањеним ризиком за развој 

кардиоваскуларних болести, и бројни докази указују да флавоноиди своје ефекте 

испољавају директним утицајем на факторе ризика. Познато је да развоју 

кардиоваскуларних патологија доприноси дисфункција ендотела која је повезана са 

оксидативним стресом, смањењем биодоступности NO, услед његове смањене продукције 

или уклањања од стране О2
•-, у реакцији у којој настају пероксинитрити. Флавоноиди 

побољшавају ендотелну функцију, инхибирају оксидацију липопротеина мале густине, 

смањују крвни притисак и побољшавају дислипидемију (Duarte и сар., 2001; Heiss и Kelm, 

2010; Larson и сар., 2012). Студија Loke и сар. (2008), показала је да примена суплемената 

QE и EC од 200 mg/дневно код здравих мушкараца повећава ниво NO у крви и снижава 

концентрације ендотелина-1 у плазми. Benito и сар. (2002), су такође показали да исхрана 

пацова богата QE и катехинима индукује ендотелно зависно повећање NO, без повећања 

продукције О2
•- и последичног формирања пероксинитрита. Повећана релаксација 

васкуларних глатних мишића може да буде резултат повећане експресије еднотелијалне 

азот оксид синтазе (eNOS) или њене повећане активности. Исти аутори нашли су, као 

резултат активације гуанил-циклазе, повећане концентрације цикличног гуанозин 

монофосфата (cGMP), секундарног гласника одговорног за релаксацију глатке 

мускулатуре посредовану NO. Поред активације eNOS, за QE је показано да умањује 

активност NOX, ензиме фамилије NADPH оксидаза, чија повећана активност води 

продукцији ROS, регулацијом експресије NOX субјединица (Galleano и сар., 2010). QE се 

у регулацији васкуларног тонуса показао ефективнијим од катехина (Benito и сар., 2002), 

из најмање два разлога. Ентерохепатична циркулација QE метаболита кверцетина 

обезбеђује њихово дуже задржавање, тиме и ефекте у ткивима, за разлику од метаболита 

катехина који се брже излучују (D’Archivio и сар., 2007). Такође, метаболити катехина 

слабије се везују за албумин од метаболита QE, па је њихова елиминација бржа (Manach и 

сар., 1999).  
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Поред тога, показано је и да аскорбат појачава активност eNOS и обезбеђује 

вазодилатацију (Ladurner и сар., 2012), а концентрација Vit C је значајно повећана у ткиву 

јетре након третмана флавоноидима у нашем експерименту (Табела 14). 

Липидни пероксиди (LPO) указују на оксидативно оштећење које је изазвано 

деловањем ROS на ћелијске мембране, фосфолипиде, глуколипиде, холестерол, 

липопротеине и друге молекуле које садрже липиде (Halliwell и Gutteridge, 2007). ROS и 

RNS, способни су да издвоје атом водоника из метиленске групе (-CH2) полинезасићених 

масних киселина па тако настају слободни липидни радикали, а једном покренута реакција 

липидне пероксидације наставља се аутокаталитички. Када се јони метала са 

променљивом валенцом, као што је бакар, додају липидним системима који већ садрже 

пероксиде, они преводе пероксиде у пероксил и алкоксил радикале, који даље могу да 

адирају водоник, чиме се пропагира процес липидне пероксидације. Интезивна липидна 

пероксидација у биолошким мембранама изазвана О2
•-, •OH, или липидним пероксил 

радикалима, доводи до опадања мембранског потенцијала, повећања пермеабилности 

према H+ и другим јонима, што на крају резултује прскањем ћелије и отпуштањем њеног 

садржаја (Halliwell и Gutteridge, 2007). На деловање радикала је посебно осетљив 

хемоглобин, и у присуству О2
•- долази до промена у његовој структури. 

Резултати овог истраживања показују да је бакар у субхроничном третману 

узроковао повећање концентрације LPO у лизату еритроцита (Табела 9 и График 22), као и 

у супернатанту ткива јетре (Табела 10 и График 23), што указује на прооксидативно 

деловање на ћелијске мембране еритроцита и хепатоцита. Концентрација LPO у 

еритроцитима животиња које су уз бакар примале и DPA, већа је од контроле, али је 

значајно мања од вредности код животиња које су интоксициране само бакром. Највећи 

пораст LPO забележен је у јетри пацова интоксицираних бакром, што може да се објасни 

чињеницом да је јетра циљани орган за токсично дејство бакра. Запажено је и да је ниво 

LPO у јетри значајно смањен код животиња који су уз бакар добијале DPA, у односу на 

животиње које су третиране само бакром.  

Флавоноиди у котретману са бакром и примењени самостално значајно су 

редуковали концентрације LPO у еритроцитима, у поређењу са остале две групе третиране 

бакром (Табела 9 и График 22). Такође, QЕ и EC су редуковали и концентрације LPO у 

јетри, у поређењу са групом третираном само бакром (Табела 10 и График 23). 
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Бакар је неопходан за бројне биолошке функције, између осталог и за синтезу 

фосфолипида ћелијске мембране чиме одржава ћелијски интегритет (Ferenci, 2004).  

Раније студије су показале да вишак бакра у исхрани пацова доводи до оштећења липида у 

мембранама ћелија и липидне пероксидације у еритроцитима, јетри и бубрезима (Dillard и 

Tappel, 1984; Burkitt, 2001; Gaetke и Chow, 2003).  

С обзиром да еритроцити немају једро и друге органеле, плазма мембрана је циљно 

место за одвијање процеса липидне пероксидације. Формирањем LPO смањују се 

хидрофобне карактеристике двослојне мембране еритроцита и мењају се афинитет и 

интеракција протеина и липида, што резултира нарушавањем хомеостазе и функције 

еритроцита (Dargel, 1991). Наши резултати показују да је субхронични третман бакром 

довео до хемолизе и изазвао анемију (Табела 2), што потврђује да је деловао 

прооксидативно на мембране еритроцита.  

Постоје докази да хронично излагање високим концентрацијама бакра највише 

погађа јетру, бубрежне каналиће и мозак, и доводи до хепатитиса, појаве психичких и 

неуролошких симптома (Winge, 1999; Scheinberg и Sternlieb, 1996; Fuentealba и сар., 2000). 

Депонован у јетри, бакар индукује стварање ROS (Kadiiska и сар., 1993) и доводи до 

некрозе хепатоцита (Rana и Kumar, 1980). Главне интрацелуларне мете у хепатоцитама су 

митохондрије, при чему настају функционалне абнормалности митохондрија, удружене са 

липидном пероксидацијом и морфолошким променама. Такође, може да дође и до 

редукције целуларног ATP, лизозомалне фрагилности, промене хомеостазе Са2+ и 

оштећења ДНК у ћелијама јетре, услед акумулирања већих концентрација бакра (Sternlieb 

и сар., 1995; Stohs и Bagchi, 1995). Наши резултати су у складу са резултатима других 

истраживања, која су показала повећање LPO у еритроцитима и у ткиву јетре после 

хроничне интоксикације бакром. Да је дошло до прооксидативног оштећења хепатоцита 

показују и повећане активности ензима маркера цитотоксичности јетре (Табела 7).  

DPA је у котретману са бакром, захваљујући способности да као тиолно једињење 

везује јоне бакра, редуковао продукцију реактивних врста и ублажио липидну 

пероксидацију еритроцита и хепатоцита. До сличних резултата дошли су Benov и сар. 

(1990), у истраживању заштитних ефеката DPA код пацова интоксицираних живом. Са 

друге стране, Chen и сар. (2012), нашли су повећане концентрације MDA у мозгу мишева 

субхронично третираних DPA. 
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Котретман QЕ и EC са бакром у нашој студији значајно је редуковао вредности 

LPO и приближио их контролним вредностима, што упућује на инхибицију процеса 

липидне пероксидације. Раније студије су показале да флавоноиди могу да блокирају LPO 

захваљујући структури која им омогућава да хелирају јоне метала или уклањају ROS као 

хидроген или електрон донирајуће супстанце (Mira и сар., 2002; Heim и сар., 2002). На тај 

начин они могу да буду од користи у стањима и болестима узрокованим повећаним 

концентрацијама метала или стањима која су последица оксидативног стреса.  

Флавоноиди су једињења чија се структура заснива на флаванском језгру, а број, 

позиција и типови функционалних група које поседују, утиче на њихову антиоксидативну 

активност. Вишеструке хидроксилне групе одговорне су за хелирање метала, метокси 

групе повећавају липофилност, а двострука веза и карбонил група у хетероцикличном 

прстену или полимеризације нуклеарне структуре повећава њихову активност, дајући 

стабилнији флавоноид радикал преко коњугације и делокализације електрона (Heim и сар., 

2002). По Bors и сар. (1990), за хелирање метала и уклањање слободних радикала 

одговорне су три структуралне групе флавоноида: I) O-дихидрокси структура у B-прстену, 

која је циљно место за слободне радикале код свих флавоноида са C-2/C-3 везом; II) C-

2/C-3 двострука веза у коњугацији са 4-oxo функцијом, која је одговорна за 

делокализацију електрона са B-прстена; и III) додатно присуство 3- и 5-хидроксилних 

група за јаче уклањање радикала. 

Mira и сар. (2002), показали су да QЕ и катехин хелирају Cu(II)-јоне, при чему је 

место интеракције вероватно између 5-хидроксилне и 4-оxо група, а за QЕ и додатно на 

орто-катехол групи. Присуство катехол групе (o-дихидроксифенил) есенцијално је за 

формирање комлекса са Cu(II)-јоном. Мада гликозилација хидроксилних група може да 

смањи способност за везивање метала (код гликозида катехина), са друге стране, 

присуство метокси и хидроксил група у орто позицији повећава капацитет за везивање 

јона бакра (Karamać, 2009). Такође, показано је да катехин (Sugihara и сар., 2001) и 

кверцетин (Cai и сар., 1997) инхибирају липидну пероксидацију индуковану Fe2+ 

захваљујући његовој хелацији.  

LPO може бити инхибирана уклањањем реактивних врста и бројна истраживања 

показују да су QE и EC изузетно ефикасни у том деловању. QЕ и EC реагују са супероксид 

анјон, хидроксил, алкоксил и пероксил радикалима и спречавају оксидативна оштећења 
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хепатоцита (Middleton и сар., 2000; Selvakumar 2013; Sikder и сар., 2014). У раду Filipe и 

сар. (2001), показано је да катехин и QЕ инхибирају LPO индуковану бакром у хуманој 

плазми in vitro. Исти аутори су такође показали да постоји синергија ових флавоноида са 

ендогеним уратима у антиоксидативном деловању против LPO настале деловањем Cu(II)-

јона, као и да су флавоноиди били у стању да заштите урате од оксидативне деградације. 

Метаболити QЕ подједнако су као и QЕ агликон ефикасни у инхибирању оксидације 

посредоване пероксинитритима (Klotz и Sies, 2003). 

У истраживањима Dietrich-Muszalska и сар. (2012), EC се показао ефективнијим од 

QЕ у редукцији LPO у хуманој плазми in vitro. У другој in vitro студији, показано је да QЕ 

у концентрацијама од 10 и 20 µM снижава липидну пероксидацију индуковану Cu(II)-

јонима и да комбинација са другим флавоноидима (генистеин) нуди бољу 

антиоксидативну заштиту од третмана појединачним флавоноидима (Boadi и сар., 2003).  

Одржавање концентрација ROS и RNS у границама неопходним за њихово 

физиолошко функционисање, као и ограничавање и поправљање насталих оксидативних 

оштећења, аеробни организми обезбеђују деловањем система антиоксидативне заштите 

(AOS), (Sies, 1991). Антиоксидативна заштита према природи и начину деловања обухвата 

примарну и секундарну заштиту. Примарна заштита остварује се деловањем неензимских 

антиоксиданата, као што су глутатион или аскорбинска киселина и деловањем ензима 

AOS, супероксид-дисмутазе (SOD), каталазе (CAT), глутатион-пероксидазе (GSH-Px), 

глутатион-редуктазе (GR) и глутатион-S-трансферазе (GST), (Halliwell и Gutteridge, 2007). 

Биомаркери система антиоксидативне заштите проучавани у еритроцитима, с 

обзиром да су еритроцити константно изложени ROS, и у јетри, јер је то главни орган 

акумулације бакра и главни детоксификациони орган са улогом у регулацији редокс 

метаболизма. 

Глутатион (GSH) је трипептид (L-γ-глутамат-L-цистеин-L-глицин) који чини 90% 

укупних непротеинских тиолних једињења ћелије и есенцијални је кофактор многих 

ензима. Његова заштитна улога се заснива на способности тиолне групе (-SH) цистеина да 

се реверзибилно оксидује (Meister, 1992). Индиректно дејство остварује као кофактор 

ензима GSH-Px и GST у реакцијама детоксикације водоник и липидних пероксида (Matés, 

2000). GSH преко тиолних група формира комплекс са металима и тиме штити ћелије од 

њиховог потенцијално токсичног деловања (Matés, 2000). У нормалним условима више од 
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90% глутатиона у ћелијама је у редукованом облику, док се у условима оксидативног 

стреса однос GSH/GSSG смањује у смислу фаворизовања GSSG (Griffith, 1999). Као 

индикатор целуларног редокс-стања, односно као маркер оксидативног стреса користи се 

глутатион редокс индекс (GSH RI), (Benzi и сар., 1988). 

Резултати добијени овим истраживањима показују да је бакар у еритроцитима 

животиња значајно умањио ниво редукованог глутатиона (GSH), а повећао ниво 

оксидованог глутатиона (GSSG) у односу на контролу, односно значајно умањио GSH RI 

(Табела 11 и Графици 24–26). Флавоноиди QE и EC примењени самостално или у 

котретману са бакром, допринели су значајном повећању нивоа GSH. Котретман бакром и 

DPA је такође повећао ниво GSH у поређењу са групом која је добијала само бакар. 

Слични резултати добијени су и испитивањем нивоа укупног GSH у јетри (Табела 14 и 

Графици 32–34). Ниво GSH, као и GSH RI, значајно су смањени након третмана бакром у 

поређењу са контролом. Котретман бакром и DPA, као и котретман бакром и 

флавоноидима, обновили су ниво редукованог глутатиона.  

У ћелијама се у току интеракције Cu(II)-јона и редукованог глутатиона формира 

Cu(I)-глутатион комплекс, који учествује у транспорту Cu(I)-јона до ензима SOD и 

осталих купропротеина у ћелији (Speisky и сар., 2011). Иако се дуго сматрало да је овај 

комплекс редокс неактиван, истраживање Speisky и сар. (2011) је показало да је Cu(I)-

глутатион комплекс у стању да реагује са молекуларним кисеоником у реакцији која 

реверзибилно доводи до формирања супероксид анјон радикала.  

GSH је кључна компонента антиоксидативне одбране и функционише као 

„скевенџер“ реактивних врста (Matés, 2000). Реактивне врсте О2
•- и H2O2 су главни узрок за 

смањење редукованог глутатиона и других ћелијских антиоксиданата. Смањен садржај 

GSH и GSH RI у еритроцитима и хепатоцитама након третмана бакром у нашем 

истраживању, упућује на појачан утрошак у процесу детоксикације, као одговор на 

повећану продукцију ROS. Да је дошло до повећања концентрација О2
•- и H2O2 у 

еритроцитима након третмана бакром показују резултати приказани у Табели 9. 

Смањењем ћелијских резерви GSH, хемоглобин и остале компоненте ћелије у 

еритроцитима, али и биомолекули у хепатоцитама, изложене су повећаном ризику од 

оксидативних оштећења. Наши резултати показали су да је дошло до повећања липидне 

пероксидације у еритроцитима и ткиву јетре (Табела 10), и тако оксидативна оштећења 
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ћелија пацова третираних бакром могу да буду у вези са недовољним антиоксидативним 

потенцијалом. Друге студије показале су да бакар у вишку доводи до смањења ћелијских 

резерви редукованог глутатиона (Cartañà и сар., 1992; Ozcelik и сар., 2003; Letelier и сар., 

2005). 

Поред директног уклањања реактивних врста, смањењу резерви GSH могу да 

допринесу и други фактори. Показано је да бакар блокира глукозо-6-фосфат 

дехидрогеназу (G6PD) in vitro (Kumar 1987) и in vivo (Cartañà и сар., 1992), и да код 

еритроцита код којих недостаје G6PD долази до смањења редукованог глутатиона након 

излагања бакру (Moore и Calabrese, 1980). G6PD је цитосолни ензим који учествује у 

пентозофосфатном путу, метаболичком путу који снабдева енергијом ћелије одржавајући 

ниво коензима NADPH, који је неопходан за редукцију оксидованог глутатиона. 

Пентозофосфатни пут је једини извор редукованог глутатиона у еритроцитима, а бакар у 

вишку умањује способност еритроцита за продукцију GSH.  

Смањење активности ензима G6PD и концентрација GSH у серуму и еритроцитима 

показано је код оваца третираних бакар сулфатом (Sansinanea и сар., 1996). Иако су људи 

толерантни на повећане концентрације бакра у храни, пацијенти оболели од Вилсонове 

болести или они са недостатком овог ензима могу бити изложени повећаном ризику од 

хемолитичке анемије (Cappellini и Fiorelli, 2008), иако су мишљења подељена (Committee 

on Copper in Drinking Water, 2000). Недостатак G6PD може да доведе до нагомилавања 

глукозе и тиме повећања напредне гликације крајњих продуката (енг. Advanced glycation 

end products, AGEs) који воде развоју или погоршању дегенеративних болести, дијабетеса, 

атеросклерозе, Алцхајмерове болести и хроничног оштећења бубрега (Vistoli и сар., 2013). 

Унутар зида васкуларних судова AGEs могу да „заробе“ протеине плазме, умање 

активност азот оксида и да интерагују са специфичним рецепторима, модулишући 

ћелијску активност. Такође, AGEs иницирају оксидативне реакције које промовишу 

формирање оксидованог LDL (Basta и сар., 2004).  

Након админстрације DPA, као и флавоноида QE и EC у котретману са бакром, 

повећан је ниво GSH у еритроцитима (Табела 11) и у јетри (Табела 14). То може да буде 

резултат директног везивања јона бакра од стране DPA и QE и EC, чиме се спречава 

његова редокс активност. Може да буде резултат и уклањања ROS, што спречава 

прекомерни утрошак GSH, или стимулације синтезе GSH. Друга истраживања потврђују 
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добијене резултате да примена флавоноида повећава ниво интрацелуларног редукованог 

глутатиона (Prior и сар., 2006; Chouhan и сар., 2011; Mishra и Flora, 2008).  

Интраперитонеална администрација EC у дози од 30 mg/kg значајно је повећала 

концентрацију редукованог глутатиона и смањила концентрације LPO код дијабетичних 

пацова у студији Quine и Raghu (2005). Moskaug и сар. (2005) су констатовали да 

флавоноиди повећавају експресију гама-глутамилцистеин синтетазе, ензима одговорног за 

синзезу глутатиона, in vitro и in vivo.  

Аскорбинска киселина (Vit C) је примарни антиоксиданс у плазми и у цитосолу и 

делује као снажан редокс систем. Оксидацијом L-аскорбинска киселина прелази у 

аскорбил радикал (АѕА-) и даље у дехидро-L-аскорбинску киселину (DАsA) деловањем L-

аскорбат оксидазе (Маy и сар., 1997). Формирање молекула DАsA може да буде последица 

директне реакције између Vit C и ROS. Аскорбил радикал се редукује помоћу NADPH-

зависне семидехидроаскорбат редуктазе (Wells и Jung, 1997), и NADPH-зависног 

селеноензима тиоредоксин редуктазе (Маy и сар., 1997). DАsA се редукује у Vit C 

неензимским путем помоћу GSH и липолитичке киселине (Wells и Jung, 1997), али и 

ензимском тиреодоксин редуктазом (Маy и сар., 1997) и GSH-зависним глутаредоксином 

(Park и Levine, 1996).  

Метаболизам бакра и Vit C блиско су повезани. Vit C антагонистички делује на 

апсорпцију бакра у цреву (Solomons и Viteri, 1982). In vitro, Vit C интерагује са 

металотионеинима и спречава везивање бакра за металотионеине и церулоплазмин у 

хепатоцитама (Evans и сар., 1970). У присуству бакра Vit C in vitro може да има 

прооксидативно деловање, али истовремено Vit C и његов оксидативни продукт DАsA 

инхибирају оксидацију LDL холестерола индуковану бакром (Retsky и сар., 1999). Соли 

бакра оксидују Vit C, а присуство амино киселина или протеина који везују бакар умањује 

његову способност оксидације (Mystkowski, 1942). L-аскорбат оксидаза, која преводи L-

аскорбинску киселину у дехидро-L-аскорбинску киселину, садржи бакар као кофактор. 

Овај ензим, у мањој мери, такође, катализује оксидацију о-катехола. Поред L-аскорбат 

оксидазе, и церулоплазмин, који такође садржи бакар као кофактор, показује аскорбат 

оксидазну активност in vivo (Solomons и Viteri, 1982). Антиоксидативно деловање Vit C 

остварује директно, као донор водоника у реакцијама са пероксил радикалима и другим 

реактивним врстама, и индиректно, обнављајући антиоксидативна својства витамина Е, 
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чиме прекида ланчане реакције липидне пероксидације ћелијских мембрана и мембрана 

органела, и спречава оксидацију других биомолекула (Bendich и сар., 1986; Ognjanović и 

сар., 2003). 

Наши резултати показују да је бакар довео до значајног смањења концентрације Vit 

C у јетри (Табела 14, График 31). Смањење концентрације Vit C може да се констатује и 

након примене DPA. Флавоноиди апликовани самостално или у котретману са бакром 

вишеструко су повећали концентрацију Vit C, не само у односу на друге две групе 

третиране бакром, већ и у односу на контролу.  

Смањење концентрације Vit C након третмана бакром може да буде последица 

повећане продукције малондиалдехида (MDA), продукта липидне пероксидације, који 

инхибира ензим L-гулонолактон оксидазу, неопходан за синтезу Vit C (Hudecová и Ginter, 

1992). Бакар у вишку такође доводи до смањења нивоа токоферола (Gaetke и Chow, 2003). 

Да је након третмана бакром повећана липидна пероксидација у ткиву јетре показују 

резултати у Табели 10. DPA у котретману са бакром, иако је значајно снизио LPO у јетри у 

односу на групу третирану само бакром, није успео да спречи повећани утрошак Vit C. 

Пораст концентрација Vit C након третмана флавоноидима може да се припише 

њиховој антиоксидативној способности. Показано је да QЕ остварује инхибиторне ефекте 

на оксидацију Vit C катализовану Cu(II)-јонима формирањем комплекса QЕ+Cu, при чему 

довови до смањења концентрације слободних јона (Takamura и Sakamoto, 1978). QЕ и EC 

захваљујући уклањању реактивних врста такође имају значајну улогу у очувању витамина 

Е на биолошким мембранама (Midlleton и сар., 2000). 

Утицај третмана на активности ензима SOD (CuZn SOD) у еритроцитима приказани 

су у Табели 12 и на Графику 27. Након третмана бакром, активност SOD у еритроцитима 

животиња значајно је повећана у односу на контролу. DPA примењен са бакром довео је 

до значајног смањења активности SOD у односу на групу која је примала само бакар, док 

флавоноиди на активност SOD у еритроцитима нису значајно утицали.  

Резултати третмана на активности ензима укупне SOD, Mn SOD и CuZn SOD у 

јетри приказани су у Табели 15 и на Графицима 35 и 36. Бакар је активност укупне SOD 

повећао, док је активност CuZn SOD значајно повећао у односу на контроле. Котретман 

бакром и DPA значајно је повећао активност укупне SOD и Мn SOD у јетри, док је 

активност CuZn SOD значајно смањио. Флавоноиди у котретману са бакром значајно су 
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смањили активност укупне SOD и Мn SOD, као и активност CuZn SOD у јетри животиња 

у поређењу са групом која је добијала бакар и DPA.  

SOD представља важну компоненту у биолошким механизмима одбране. Овај 

ензим катализује дисмутацију О2
•- и тиме штити ћелије од токсичности О2

•-, чиме 

доприноси одржавању редокс баланса. SOD представља поуздан биомаркер оксидативног 

стреса (Halliwell и Gutteridge, 2007). Активни центар CuZn SOD чине јони бакра и цинка, а 

јон бакра одговоран је за реакцију дисмутације О2
•- чиме се спречавају оксидативна 

оштећења ћелија. Као саставни део ензима CuZn SOD, бакар је битан за функцију 

ендогеног антиоксидативног система. Око 60% бакра у еритроцитима је везано за SOD. У 

условима смањеног уноса бакра, смањена је и активност SOD, а тиме и способност ћелија 

да се одбране од токсичног деловања реактивних врста (Milne и Nielsen, 1996). Постоји 

позитивна корелација између активности CuZn SOD и уноса бакра храном (Gibson, 2005). 

С друге стране, повећан унос бакра може да доведе до смањења концентрација цинка, 

услед компетиције за апсорпцију и тиме смањи активност SOD (Russo, 2010). Повећану 

активност SOD у плазми и јетри, након третмана бакром у концентрацијама од 100 µg/ml 

током 4 недеље, уз смањење GSH и повећање LPO у јетри, констатовали су и Ozcelik i sar. 

(2003). Супротно, у истраживању Zhang и сар. (2000), након субхроничног третмана 

бакром активност SOD у еритроцитима и јетри је смањена, али су повећани LPO. 

Како наши резултати показују, након хроничне интоксикације бакром долази до 

повећања концентрација О2
•- у еритроцитима (Табела 9), а повећање активности SOD у 

директној је корелацији са повећаном количином супстрата (Fridovich, 1975). Такође, 

значајно повећање активности CuZn SOD у јетри након третмана бакром, вероватно може 

да се припише повећаној продукцији О2
•-, с обзиром да приказани резултати показују да је 

у ткиву јетре дошло до оксидативних оштећења, повећања липидне пероксидације (Табела 

10) и отпуштања ћелијског садржаја у циркулацију (Табела 7).  

Котретман бакром и DPA повећао је активност укупне SOD, у поређењу са 

контролом, и активност Mn SOD, у поређењу са групом третираном само бакром у јетри 

животиња. Пораст активности укупне SOD одражава повећано присуство О2
•-. Повећање 

активности Mn SOD представља прву линију одбрамбеног механизма ћелије (Wispé и сар., 

1992), па повећана активност Mn SOD, може да представља рани адаптивни одговор на 

оксидативни стрес, с обзиром да су главно место продукције ROS реакције везане за 
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митохондријални респираторни ланац. Како показују резултати, након котретмана бакром 

и DPA није дошло до значајног пораста липидних пероксида у јетри, што би могло да 

значи да је DPA умањио прооксидативно деловање бакра. 

Значајно смањена активност укупне SOD, Mn SOD и CuZn SOD у јетри након 

котретмана бакром и флавоноидима може да буде резултат хелирања јона бакра од стране 

QЕ и EC или директног уклањања ROS. QЕ и EC су потентни скевенџери супероксид 

анјон радикала и у стању су да лимитирају митохондријалну продукцију О2
•- (Middleton и 

сар., 2000, Muthukumaran и сар., 2008). Неутрализацијом О2
•- редукована је активност SOD. 

Каталаза (CAT) је најважнији ензим који катализује деградацију H2O2 

продукованог током процеса дисмутације О2
•- деловањем ензима SOD (Halliwell и 

Gutteridge, 2007). Резултати нашег истраживања показују да је третман бакром значајно 

повећао активност CAT у еритроцитима (Табела 12 и График 27) и у јетри животиња 

(Табела 15 и График 37). Активност CAT у јетри такође је била значајно повећана након 

котретмана бакром и DPA. Пораст активности CAT представља заштитни механизам 

одбране од повећане продукције H2O2 и указује на повећано присуство H2O2 као супстрата 

(Percy, 1984) насталог услед повећане активности SOD. Како претходно изнети резултати 

показују, у групи третираној бакром дошло је до значајног пораста концентрација H2O2 у 

еритроцитима, док је у групи третираној бакром и DPA концентрација повећана, али не 

статистички значајно (Табела 9). Са друге стране, у групи која је третирана бакром и DPA 

активност CAT у јетри значајно је повећана, што указује на присуство повећаних 

концентрација водоник пероксида. Иако се користи за уклањање вишка бакра (у третману 

Вилсонове болести) DPA може да испољи цитотоксичне ефекте, продукцијом водоник 

пероксида услед оксидације тиолних група у присуству бакра (Choy и Panayi 1999).  

Котретман бакром и флавоноидима је активност CAT у еритроцитима значајно 

умањио у односу на групу третирану бакром (Табела 12 и График 27), као и активност 

CAT у јетри, у поређењу са групом третираном бакром и DPA (Табела 15 и График 37). 

Уклањањем супероксид анјон радикала флавоноиди су смањили концентрацију супстрата 

за SOD, а како је активност CAT у директној зависности од концентрација присутног 

водоник пероксида, смањена је и њена активност.   

У Табели 13 и на Графику 28 приказани су резултати активности ензима глутатион-

пероксидазе (GSH-Px) у еритроцитима животиња. Активност GSH-Px повећана је у свим 
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групама третираним бакром у поређењу са контролом, а највеће повећање може се 

запазити у групи која је уз бакар примала и DPA. Са друге стране, активност GSH-Px у 

јетри значајно је увећана само код групе која је третирана бакром и флавоноидима, у 

поређењу са осталим експерименталним групама (Табела 16 и График 38). 

Унутарћелијска концентрација H2O2 представља важан фактор који утиче на ниво 

ензимске функционалности CAT и GSH-Px (Brigelius-Flohé, 1999). Познато је да GSH-Px 

има већи афинитет за H2O2 у односу на CAT и има важну улогу у примарној одбрани при 

ниским концентрацијама H2O2, док је CAT значајнији ензим у условима изразитог 

оксидативног стреса. Како је активност каталазе повећана након третмана бакром у 

еритроцитима, као и у јетри, то сугерише на присуство оксидативног стреса у 

еритроцитима и ћелијама ткива јетре, што показују и претходно изнети резултати 

концентрације H2O2 у еритроцитима.  

Антиоксидативни ензими SOD, CAT и GSH-Px делују заједно и у нормалним 

физиолошким условима њихово деловање спрегнуто је са другим неензимским 

антиоксидансима, глутатионом, и витаминима Е и Це. Излагањем токсичним супстанцама 

њихов заштитни капацитет може бити премашен и повећање активности представља 

механизам којим се побољшава антиоксидативна заштита (Handy и сар., 2009). Повећана 

активност GSH-Px ефикасно уклања водоник пероксид за време спонтане оксидације 

хемоглобина и спречава његову оксидацију, као и липидне хидропероксиде, чиме се 

одржава интегритет мембрана. Антиоксиданти спречавају утрошак редукованог 

глутатиона и повећавају његову интрацелуларну концентрацију, а како је GSH супстрат за 

деловање ензима GSH-Px, стимулисана је његова активност. На основу приказаних 

резултата може се видети да су DPA, као и флавоноиди повећали концентрације GSH у 

еритроцитима (Табела 11) и у јетри (Табела 14). Ипак, претходно приказани резултати 

показују да је код групе третиране бакром и DPA дошло до повећања липидне 

пероксидације у еритроцитима и смањења концентрације хемоглобина. Способност да 

уклања реактивне врсте поседује и церулоплазмин (Goldstein и сар., 1982), поред 

ферооксидазне активности којом конвертује токсичне феро у нетоксичне фери јоне (Patel 

и сар., 2002). Резултати овог истраживања показују да је концентрација церулоплазмина у 

плазми значајно нижа код ове експерименталне групе (Табела 18), па је могуће да је то 

допринело повећању LPO у еритроцитима.  
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Активност ензима глутатион-редуктазе (GR) обезбеђује циклирање глутатиона 

између оксидоване и редуковане форме, обнављање ћелијског пула редукованог 

глутатиона, и тиме заштиту ћелија од оксидативних оштећења (Sies, 1991). Промене 

активности GR често су повезане са променама активности других антиоксидативних 

ензима, GSH-Px и SOD (Sies, 1991). Резултати овог истраживања показују да је активност 

GR у еритроцитима животиња повећана у свим групама третираним бакром у поређењу са 

контролом, а значајно повећана у групи која је примала само флавоноиде у поређењу са 

осталим експерименталним групама (Табела 13 и График 29). Активност GR у јетри 

(Табела 16 и График 39) није промењена и вредности су приближне контролним код свих 

третираних група. 

Ензим фазе II биотрансформације глутатион-S-трансфераза (GST) је коњугациони 

ензим који игра кључну улогу у детоксификацији ендогених супстанци, ксенобиотика и 

метаболита насталих у оксидативном метаболизму (Mantle и сар., 1990). GST катализује 

реакције коњугације редукованог глутатиона са јонима метала и различитим 

електрофилним једињењима. У Табели 13 и на Графику 30 приказани су резултати 

активности ензима GST у еритроцитима животиња. Активност GST у еритроцитима 

значајно је умањена након третмана бакром. Котретман бакром и DPA, као и котретман 

бакром и флавоноидима повећали су активност GST у еритроцитима, у односу на групу 

која је примала само бакар, а најизразитије повећање запажа се у групи која је примала 

само флавоноиде. 

Смањена активност GST у еритроцитима након третмана бакром може да буде 

последица оксидативне модификације ензима потенциране губитком интраћелијског GSH 

пула. Бакар показује висок афинитет за NH2
- и SH- групе протеина и специјални 

купропротеини везивањем спречавају његову потенцијалну токсичност. Када је присутан 

у вишку, везивањем за протеине који нису укључени у метаболизам бакра, може да 

поремети њихову структуру и биолошку функцију (Letelier и сар., 2005).  С обзиром да 

GST представља биомаркер оксидативног стреса, његова повећана активност могла би да 

упућује на постојање оксидативног стреса у еритроцитима. Међутим, на основу досад 

приказаних резултата, није забележено повећање осталих биомаркера оксидативног стреса 

након примене флавоноида у еритроцитима животиња. Концентрације липидних 

пероксида и реактивних врста кисеоника у овој третираној групи приближне су 
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контролним вредностима. Сматра се да индукција активности ензима антиоксидативне 

заштите представља компензаторни механизам који омогућава превазилажење негативних 

утицаја, односно спречавање оштећења која могу да настану услед деловања оксиданата. 

У току антиоксидативног деловања кверцетин се конвертује у оксидоване продукте (о-

семихиноне и о-хиноне) који у присуству глутатиона могу да формирају глутатионил 

адукте и да узрокују инхибицију тиол садржавајућих ензима (Paulíková и Berczeliová, 

2005). Повећана активност GST у еритроцитима може да буде резултат уклањања 

потенцијално токсичних продуката насталих антиоксидативним деловањем флавоноида.  

Табела 16 и График 40 приказују активности ензима GST у јетри. Активност GST у 

групи третираној само бакром и групи третираној бакром и DPA није измењена у 

поређењу са контролом. Флавоноиди су повећали активност овог ензима примењени 

самостално или у котретману са бакром, у поређењу са контролом и друге две групе 

третиране бакром.  

Јетра је најважније место детоксификације егзогених и ендогених електрофилних 

једињења и важно је да поседује адекватну активност ензима GST и одговарајућу 

количину његовог супстрата GSH. Јетра је такође и главни орган за метаболизам 

флавоноида, где се каталитичком активношћу ензима II фазе детоксификације обављају 

метаболички процеси метилације, сулфатације и глукоронидације (D’Archivio и сар., 

2007), заједнички за многе ксенобиотике. Повећање активности ензима GST након 

третмана флавоноидима може да буде резултат индукције активности постојећих ензима 

или његове de novo синтезе. Индукција ензима II фазе детоксификације је један од 

механизама којим флавоноиди остварују антиканцерогено деловање (Moon и сар., 2006).  

Студије ефеката QE и EC на оксидативни статус у стањима и болестима повезаним 

са оксидативним стресом, као што су хипертензија (Duarte и сар., 2001) или дијабетес 

(Quine и Raghu, 2005; Abdelmoaty и сар., 2010), показују да ови флавоноиди доводе до 

побољшања антиоксидативног статуса, повећањем активности ензима SOD, CAT и GSH-

Px. Код ових болести активности антиоксидативних ензима су смањене, што смањује 

способност заштите од оксидативних оштећења и доводи до акумулације ROS и липидне 

пероксидације. Резултати in vitro истраживања на хуманим хепатоцитама Martín и сар. 

(2010) показују да флавоноиди из какаоа повећавају активност GSH-Px и GR. Заштитни 

ефекти QE и катехина против токсичности индуковане H2O2 у култури хепатоцита (BL-9) 
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пацова у вези су са активацијом GSH-Px (Nagata и сар., 1999). Abdelmoaty и сар. (2010), 

нису забележили промене у активности GSH-Px након инкубације хомогената јетре QE, 

али су констатовали повећану активност in vivo, што може да буде резултат промена у 

експресији ензима, механизама који недостају у in vitro ефектима. Показано је да 

флавоноиди испољавају директно геномско деловање преко ДНК секвенце EREs (енг. 

estrogen responsive elements), индукцијом експресије интрацелуларних антиоксиданата, 

одржавајући ензимске активности вишим, као и ниво GSH, чиме спречавају дисфункцију 

јетре (Vina и сар., 2005). Такође, флавоноиди могу да испоље модулаторно деловање на 

ћелије посредовањем у протеин киназним и липид киназним сигналним путевима. 

Забележено је да учествују у сигналним каскадама фосфоинозитид 3-киназа (PI 3-киназа), 

Akt/протеин киназа B (Akt/PKB), тирозин киназа, протеин киназа C (PKC) и митоген 

протеин киназа (MAP киназа), (Williams и сар., 2004). Модификација активности 

ћелијских ензима II фазе детоксификације вероватно је главни механизам којим 

флавоноиди остварују заштиту улогу на ћелије. 

Организам одраслог човека садржи 100-150 mg бакра. Концентрација бакра у 

плазми здравих особа варира између 0,7 и 1,6 µg/ml. Препоручени унос бакра од стране 

Светскe здравственe организацијe (WHO) износи између 0,9 и 1,3 mg дневно, а не би 

требало да прелази 10 mg дневно (NOAEL енг. No observed adverse effect level).  

Скоро сав бакар у телу везан је за протеине, тако да је концентрација слободних 

јона бакра веома мала, осим ако нема неких других поремећаја у организму. Око 95% 

укупног бакра у плазми је везано за церулоплазмин, а осталих 5% за албумин, 

транскупреин или амино-киселине (Linder, 1991). Екскреција бакра корелира са 

количином бакра унетом храном, што представља адаптивни одговор са циљем да се 

спречи недостатак бакра када је унос бакра смањен, или токсичност када је унос бакра 

повећан (Turnlund и сар., 2004). Међутим, уношење повећаних количина бакра током 

дужег временског периода, може да доведе до промена у статусу бакра и повећа његово 

акумулирање. Различите животињске врсте различито реагују на присуство повећаних 

количина бакра у храни или води. Код коња је смањена апсорпција и повећано 

излучивање преко жучи, па се не јавља оштећење јетре (George и Carlson, 2002). Свиње су 

јако толерантне на високе количине бакра, али може да се примети пораст концентрација 
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у серуму, док је код оваца изражено акумулирање у јетри због ограничене билијарне 

екскреције (Soli и Froslie, 1977; George и Carlson, 2002). 

Иако постоје начини да се утврди недостатак бакра, за утврђивање вишка бакра у 

организму не постоје поуздани маркери. Најпоузданији показатељ вишка бакра унетог 

храном је концентрација бакра у јетри. Повећане концентрације серумског бакра или 

церулоплазмина (СР) не морају стриктно да буду у вези са токсичним концентрацијама 

бакра, јер се срећу и код инфламација и инфекција, малигнитета, трудноћа и присуства 

разних стресора (Eagon и сар., 1999; Arredondo и Nunez, 2005). Нивои бакра у бакар 

зависним ензимима, као што су цитохром c-оксидазе, супероксид-дисмутаза или оксидазе 

диаминаза, варирају, не само као одговор на статус бакра, већ и као одговор на различите 

физиолошке и биохемијске факторе (Olivares и сар., 1998).  

У табели 17 и на Графицима 41–44 приказани су резултати концентрација бакра у 

плазми и јетри третираних животиња. Концентрације укупног бакра у плазми не варирају 

значајно у третираним групама, али резултати показују да је субхроничан третман бакром 

повећао концентрације укупног бакра у плазми третираних животиња. Концентрација 

бакра невезаног за церулоплазмин („слободни“ бакар, енг. non-ceruloplasmin-bound copper, 

NCPC), добијена на основу формуле, значајно је увећана у плазми бакром третираних 

животиња. Котретман бакром и DPA и котретман бакром и флавоноидима донекле је 

умањио концентрације укупног бакра у плазми, а значајно је умањио концентрације 

NCPC, у односу на контролу и групу која је третирана само бакром.  

Повећање концентрација NCPC упућује да бакар „цури“ из протеина или ћелија, 

или да није адекватно транспортован унутар или ван ћелија. За клиничке сврхе, фракција 

NCPC се рутински изводи на основу тога да СР везује шест атома бакра, али је овај 

приступ ограничен (Aredondo и Nunez, 2005). Упркос њиховој клиничкој улози, аспектима 

везаним за биолошке варијације концентрација укупног бакра и СР у серуму и даље није 

посвећено довољно пажње, док информације о биолошким варијацијама NCPC, односно 

„слободног“ бакра потпуно недостају (Braga и сар., 2013).  

Како у плазми не постоји бакар у јонском облику (Walshe, 2012) NCPC, односно 

„слободни“ бакар, односи се на ону фракцију бакра која се, уместо за церулоплазмин, 

налази слабо везана за албумине или амино киселине. За разлику од бакра везаног за 

церулоплазмин, који се излучује преко жучи или урина, бакар везан за албумине се не 
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филтрира у гломерулима, осим ако не постоји значајна протеинурија (Walshe 2012), што 

значи да његова концентрација у серуму расте. Бакар везан на овај начин и даље задржава 

способност да катализује реакције између супероксид анјон радикала и водоник пероксида 

и да допринесе продукцији хидроксил радикала (Uriu-Adams и Keen, 2005). Arnal и сар. 

(2010) су констатовали повећане концентрације бакра у плазми оболелих од Алцхајмерове 

и Паркинсонове болести, као и оболелих од деменције, а концентрације NCBC су биле у 

директној корелацији са неуролошким поремећајима. 

Резултати нашег истраживања показују да су концентрације укупног бакра и 

концентрације NCPC у јетри значајно повећане у свим групама третираним бакром у 

односу на контролне вредности. У Cu+QE+EC групи концентрација укупног бакра је већа 

у односу на Cu групу. Концентрација NCPC, већа је у Cu+DPA групи у односу на Cu 

групу. Такође, концентрација NCPC већа је у Cu+QE+EC групи у односу на остале две 

групе које су примале бакар (Табела 17). 

Након апсорпције у цревима већи део бакра се брзо одлаже у јетру где се  

метаболичим процесима припрема за складиштење, транспорт и екскрецију. Постоје три 

одвојена пута укључена у ове процесе: припрема бакра за секрецију у жуч и екскрецију 

путем жучи, привремено складиштење бакра и инкорпорација бакра у церулоплазмин за 

дистрибуцију кроз организам (Evans, 1973). Половина количине бакра се у хепатоцитама 

налази у нуклеарној фракцији, микрозомима, митохондријама и лизозомима, а остатак је у 

цитосолу, у ензимима или металотионеинима. Кад достигне одређени ниво у односу на 

потребе ћелије, вишак бакра се складишти у лизозомима (Evans, 1973). Поремећаји у 

метаболизму и измењена билијарна или уринарна екскреција, као и смањена секреција у 

плазму, резултују повећаном акумулацијом бакра.  

Акумулација бакра у јетри не мора да узрокује токсичност (Bingle и сар., 1992). До 

оштећења хепатоцита долази када се бакар, који је ускладиштен у лизозомима, из њих 

ослободи у цитоплазму (Fuentealba и Aburto, 2003). Ослобођен бакар у цитоплазми 

хепатоцита може да испољи редокс активност. Важно је напоменути да за деловање бакра 

као катализатора у Fenton-овој реакцији, најмање два услова мора да буду испуњена, да се 

налази у облику Cu(I)-јона, и да буде слободан, односно невезан. Иако се присуство 

слободних јона доводи у питање, чињеница да до реакција долази иде у прилог њиховом 

присуству, с обзиром да слободни јони лакше дифундују и доступнији су (Montes, 2014). 
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У цитоплазми ћелија бакар могу да вежу металотионеини (Bremner, 1987), глутатион 

(Arredondo и Nunez, 2005) или једињења попут флавоноида (Takamura и Sakamoto, 1978) и 

DPA (Brewer, 1995).  

Резултати  овог истраживања показују да је након субхроничног третмана бакар 

испољио хепатотоксично деловање, што се манифестује повећаном липидном 

пероксидацијом мембрана, деструкцијом хепатоцита и ослобађањем хепатоцелуларних 

ензима у циркулацију. То је у складу са другим студијама које су показале да услед 

нагомилавања бакра у јетри долази до повећане продукције ROS и оксидативних 

оштећења биомолекула (Kadiiska et al., 1993; Zhang и сар., 2000; Ozcelik и сар., 2003). 

Студија Rahelić и сар. (2006), показала је да су концентрације серумског бакра значајно 

повишене код пацијената са цирозом јетре.  

Котретман бакром и DPA, као и бакром и флавоноидима, иако је довео до 

акумулирања бакра у хепатоцитама, није изазвао њихово оштећење, што потврђују 

претходно наведени резултати концентрације липидних пероксида и активности ензима 

биомаркера оштећења јетре. Овакав резултат је највероватније последица способности 

флавоноида, као и DPA да вежу бакар, чиме је спречена његова редокс активност. 

Показано је да о-дихидроксифенил групе проантоцијанидина, полимера катехина, као и 

хидроксилне групе кверцетина имају кључну улогу у везивању Cu(II)-јона (Mira и сар., 

2002; Zhou и сар., 2006; Karamać 2009).  

Церулоплазмин (СР) се синтетише у јетри као апо-СР и излучује у циркулацију као 

холопротеин са везаних 6 атома бакра. СР служи као извор бакра за ткива (Vulpe и 

Packman, 1995) и одговоран је за секрецију бакра у жуч и преко жучи у црево, одакле се 

углавном поново не ресорбује (Evans, 1973). СР делује и као ферооксидаза (Patel и сар., 

2002) чиме је омогућено везивање гвожђа за трансферин (Uriu-Аdams и сар., 2005). 

Смањена концентрација СР за последицу има нагомилавање гвожђа у јетри услед 

немогућности да се угради у трансферин. Истовремено, уклањањем токсичних феро јона, 

који могу да индукују формирање супероксид анјон радикала и хидроксил радикала, СР 

делује као антиоксидант. Церулоплазмин за који није везан бакар не показује оксидазну 

активност и брзо бива деградиран (Uriu-Аdams и сар., 2005). 

У Табели 18 и на Графику 45 приказане су концентрације СР у плазми. Резултати 

показују да је концентрација СР у плазми животиња третираних бакром и животиња 
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третираних бакром и DPA значајно смањена у односу на контролу. Концентрација СР у 

плазми животиња третираних Cu+QE+EC је умањена у односу на контролу, али је већа у 

односу на остале две групе третиране бакром. 

У Табели 18 и на Графику 46 приказана је концентрација СР у јетри животиња. 

Концентрација СР у јетри повећана је у групи третираној флавоноидима и бакром, а 

значајно је повећана у групи третираној само бакром и бакром и DPA. 

После третмана бакром смањена је концентрација СР у плазми, а повећана 

концентрација СР у јетри, што сугерише повећано одлагање бакра у ткивима (Eagon и 

сар., 1999). Смањена ферооксидазна активност СР, и последично смањен капацитет за 

уклањање реактивних врста, примећена је код пацова са хепатоцелуларним тумором 

(Eagon и сар., 1999). Код оболелих од Вилсонове болести и LEC соја пацова (модел за 

Вилсонову болест) серумски бакар, као и СР су смањени, док је ниво бакра у јетри 

повећан, као и екскреција урином (Kodama и Fujisawa, 2009; Aliosmanoglu 2013). Смањен 

ниво СР у плазми, уз повећан или нормалан ниво бакра у плазми, може да сугерише 

повећан ниво бакра који није везан за церулоплазмин (NCPC). Повећане вредности NCPC 

у циркулацији могу да буду последица наглог ослобађања бакра из хепатоцита услед 

оштећења јетре, као код акутног оштећења било којег порекла, или интоксикације бакром 

(Patil и сар., 2013). На основу резултата може да се закључи да је након третмана бакром 

дошло до незнатног пораста концентрација укупног бакра у плазми (Табела 17), а како је 

ниво СР у плазми низак, већи део бакра невезан је за СР. Повећане концентрације 

слободног бакра у плазми вероватно потичу из оштећених хепатоцита, а њихово оштећење 

потврђују и резултати активности маркер ензима јетре и повећана липидна пероксидација.  

DPA је лек избора у третману Вилсонове болести. Као тиолно једињење хелира 

бакар и омогућава његово излучивање урином. У литератури је показано да третман DPA 

код оваца (Humann-Ziehank и Bickhardt, 2001) и код пацова (Eagon и сар., 1999) резултује 

смањеним нивоом бакра у серуму и његовим појачаним излучивањем. Међутим, код 

пацијената током дуготрајне терапије DPA поред ефикасности у хелирању метала 

испољава и нежељена дејства. DPA има релативно велику токсичност, око 30% пацијената 

је хиперсензитивно на овај лек, а такође је контраиндикован код особа са неуролошким 

симптомима (Perrett, 1981; Fishel и сар., 1989; Drosos и сар., 1993; Kianoush и сар., 2012). 
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У Табели 18 и на Графику 47 приказане су концентрације укупних протеина јетре. 

Концентрација укупних протеина јетре значајно је смањена у Cu третираној групи и у 

Cu+DPA третираној групи. Супротно, повећане концентрације укупних протеина јетре 

забележене су у QE+EC и Cu+QE+EC групама у односу на друге две групе третиране 

бакром. 

Из претходно приказаних резултата се констатује да су концентрације укупног 

бакра у јетри након котретмана флавоноидима значајно повећане, а како ниво СР у јетри 

није битно измењен, повећане су и концентрације слободног бакра. То сугерише да је 

дошло до акумулације бакра у хепатоцитама и да бакар није везан за СР. Бакар се у ћелији 

везује поред СР и за друге протеине, металотионеине (Sugawara и Sugawarа, 1987; 

Bremner, 1987), CuZn SOD (Prohaska, 2008) или GSH (Arredondo и Nunez, 2005). Повећана 

концентрација укупних протеина у јетри након котретмана бакром и флавоноидима 

сугерише повећану синтезу протеина, вероватно ензима AOS, што потврђује и повећање 

њихове активности (Табела 16), као и повећање нивоа редукованог глутатиона (Табела 

14). Флавоноиди су тиме допринели повећању антиоксидативног капацитета ћелија. 

Акумулирани бакар у хепатоцитама након третмана флавоноидима није довео до њиховог 

оштећења, а на очуван интегритет хепатоцита упућују претходно приказани резултати. 

Способност флавоноида да хелирају двовалентне јоне метала вероватно је одговорна за 

овакав резултат. Да су флавоноиди везали јоне бакра и спречили њихово отпуштање из 

ћелија јетре показују и смањене концентрације укупног и слободног бакра у плазми. 
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6. ЗАКЉУЧЦИ 
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На основу експерименталних резултата истраживања ефеката субхроничне 

интоксикације бакром и улоге флавоноида кверцетина (QE) и епикатехина (EC) на 

оксидативно-антиоксидативни статус у еритроцитима и јетри пацова Wistar albino соја, 

добијених у овој докторској дисертацији, могу се извести следећи закључци: 

1. Субхронична интоксикација бакром доводи до смањења прираста телесне 

тежине третираних животиња, што сугерише интензивирање 

катаболичких процеса. 

2. У условима субхроничне интоксикације бакром долази до значајних 

промена хематолошких параметара, смањења броја еритроцита, 

хемоглобина и хематокрита, односно до хемолизе еритроцита и појаве 

анемије. До анемије долази и након примене комерцијалног лека D-

пенициламина (DPA) са бакром. Анемија, која се јавља карактерише се 

израженом микроцитозом и хипохромијом, што показују промењене 

вредности еритроцитних индекса (MCV, MCH, MCHC, RDW). Бакар као и 

DPA повећавају број гранулоцита. 

3. Субхронична интоксикација бакром доводи до поремећаја у метаболизму 

липида, што се огледа у повећању концентрација укупног холестерола. До 

сличних ефеката доводи и DPA са бакром. 

4. Бакар у субхроничном третману доводи до повећања концентрација 

реактивних врста кисеоника: супероксид анјон радикала (О2
•-) и водоник 

пероксида (H2О2) у еритроцитима, као биомаркера оксидативног стреса, 

упућујући на појаву оксидативних оштећења у еритроцитима и ткиву 

јетре. Котретман QЕ и EC са бакром редукује концентрације О2
•- и H2О2 у 

еритроцитима, док DPA примењен са бакром значајно смањује 

концентрацију О2
•-. 

5. Повећање липидне пероксидације (LPO) у еритроцитима и ткиву јетре 

узроковано је повећаним стварањем реактивних врста кисеоника након 

субхроничног третмана бакром. QЕ и EC у третману са бакром, као и DPA 

умањују концентрације LPO. 
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6. Оксидативна оштећења јетре након субхроничног третмана бакром 

потврђују повећане активности ензима маркера цитотоксичности јетре 

(AST, ALT, ALP, GGT и LDH) у серуму. Третман QЕ и EC per se не 

доводи до промена ових маркера, али у котретману са бакром значајно 

умањује њихову активност у серуму. 

7. Бакар у субхроничном третману доводи до поремећаја хомеостазе 

електролита, односно инхибиције Na/K транспортера и до повећања 

концентрација натријума у плазми. Такође, бакар доводи до смањења 

концентрација гвожђа у плазми. 

8. Бакар у субхроничном третману повећава утрошак редукованог 

глутатиона (GSH) у еритроцитима и ткиву јетре и ремети редокс баланс 

ових ћелија. Флавоноиди QE и EC, примењени у котретману са бакром 

обнављају GSH у ћелијама. Сличан ефекат показује и DPA. 

9. Концентрација Vit C у ткиву јетре смањена је након третмана само 

бакром, као и третмана бакром и DPA. Флавоноиди QE и EC, као и 

котретман QE и EC са бакром значајно повећавају концентрацију овог 

антиоксиданта. 

10. Повећање активности ензима АОS: CuZn SOD и CAT у еритроцитима и у 

ткиву јетре након субхроничне интоксикације бакром указује на повећанo 

присуство реактивних врста О2
•-  и H2О2 који су супстрат за ове ензиме. 

DPA у котретману са бакром значајно повећава само активност Мn SOD у 

јетри. Флавоноиди QE и EC у котретману са бакром смањују активности 

ових ензима. 

11. DPA примењен са бакром значајно повећава активност GSH-Px у 

еритроцитима, док флавоноиди QE и EC у котретману са бакром значајно 

повећавају активност овог ензима у јетри. 

12. Флавоноиди примењени самостално значајно повећавају активност 

ензима GR у еритроцитима што за резултат има повећање GSH „пула“ у 

ћелијама. 
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13. Након субхроничног третмана бакром смањена је активност GST у 

еритроцитима, што указује на опадање капацитета ћелија за 

детоксификацију. Флавоноиди QE и EC примењени самостално или у 

котретману са бакром повећавају активност GST у еритроцитима и у 

јетри. 

14. Пад концентрације церулоплазмина у плазми након субхроничне 

интоксикације бакром упућује на повећане концентрације јона бакра који 

нису везани за овај протеин синтетисан у јетри, те да су вероватно 

ослобођени из оштећених ћелија јетре. 

15. У јетри свих експерименталних група које су добијале бакар повећана је 

концентрација укупног бакра и церулоплазмина. Такође, повећана је и 

концентрација бакра невезаног за церулоплазмин, што указује на 

повећану акумулацију бакра у јетри. 
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ОПШТИ ЗАКЉУЧАК 

Истраживања ове докторске дисертације показала су да бакар у субхроничном 

третману испољава директан прооксидативни ефекат на еритроците и ткиво јетре пацова 

Wistar albino соја и доводи до промена хематолошких и биохемијских параметара. 

Промене у активностима ензима АОS после субхроничне интоксикације бакром, такође, 

указују на његове прооксидативне ефекте и појаву оксидативног стреса у еритроцитима и 

ткиву јетре. Оксидативним оштећењима еритроцита и ткива јетре доприноси и смањење 

неензимских антиоксиданата, ћелијског пула глутатиона и Vit C. Бакар показује значајне 

токсичне ефекте на хематолошко-биохемијске процесе у крви и утиче на оксидативно-

антиоксидативни статус у еритроцитима и јетри.  

Флавоноиди QЕ и EC показују антиоксидативну способност и умањују 

оксидативни стрес настао након субхроничног излагања бакру. QЕ и EC стабилизују 

мембране, блокирају липидну пероксидацију и тиме имају улогу у ублажавању 

манифестација токсичности у еритроцитима и ткиву јетре. Значајно повећавају 

концентрације неензимских антиоксиданата GSH и Vit C у ћелијама, индукују синтезу 

ензима АОS чиме доприносе повећању антиоксидативног капацитета ћелија. 

Синергистичко деловање флавоноида QЕ и EC, као и цитопротективна улога коју 

показују, може се приписати њиховој способности да хелирају метале и/или уклањају 

слободне радикале. QЕ и EC су ефективнији у антиоксидативном деловању у поређењу са 

комерцијалним леком DPA. DPA поред ефикасности у хелирању метала испољава и 

прооксидативне ефекте и доводи до липидне пероксидације у еритроцитима и јетри.  

Ова докторска дисертација представља допринос комплетирању научних сазнања о 

токсичним ефектима бакра на метаболизам еритроцита, као и комплексности 

протективног деловања флавоноида кверцетина и епикатехина на оксидативно-

антиоксидативни статус еритроцита и ћелија ткива јетре пацова. Због широког спектра 

биохемијских и фармаколошких дејстава, посебно треба истакнути значај испитиваних 

флавоноида у здравој исхрани, као и у превенцији и терапији многих обољења.  
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Важна напомена:  
Извод: 

Бакар као есенцијални микроелемент има важну улогу у биолошким системима међутим, повећане 
концентрације могу да изазову токсичне ефекте. Као прелазни метал, бакар може да стимулише продукцију 
реактивних врста кисеоника преко Fenton-ове и Haber-Weiss-ове реакције и доведе до оксидативних оштећења 
биомолекула у ткивима, пре свега у јетри која учествује у његовом метаболизму.  

Флавоноиди су природна биљна полифенолна једињења која показују широк спектар биолошке активности. 
Антиоксидативна својства могу да испоље различитим механизмима, у директној реакцији са реактивним врстама 
или хелацијом јона прелазних метала, који би у даљим реакцијама произвели реактивне врсте.  

Циљ истраживања ове докторске дисертације је испитивање ефеката субхроничне интоксикације бакром на 
хематолошко-биохемијске параметре у крви, оксидативни метаболизам еритроцита и параметре оксидативног 
стреса у јетри пацова. Такође, циљ је и испитивање протективног капацитета и синергистичког деловања 
флавоноида кверцетина (QЕ) и епикатехина (ЕC), као чистих супстанци, у условима оксидативног стреса. 
Упоређивани су и ефекти примењених флавоноида и комерцијалног лека D-пенициламина (DPA), тиолног 
једињења које се користи за третман обољења чији је узрок повећано акумулирање бакра у ткивима (Вилсонова 
болест). 

Студија је изведена на мужјацима пацова соја Wistar albino, 8 недеља старости на почетку експеримента, 
насумично подељених у 5 група по 7 животиња: (1) контролна (0.3 ml физиолошког раствора, i.p.); (2) третирана 
бакром (CuCl2·2H2O у концентрацији од 560 mg/L) преко воде за пиће у трајању од 5 недеља; (3) третирана бакром 
(на начин описан претходно) и DPA (50 mg/kg TT, у 0.3 ml редестиловане воде, i.p.) сваког другог дана током 
последње 2 недеље експеримента (укупно 5 инјекција); (4) третирана бакром (на начин описан претходно), а затим 
флавоноидима QЕ и ЕC (40 mg QE/kg ТT + 40 mg EC/kg TT, у 0.3 ml редестиловане воде, i.p.) сваког трећег дана 
током последње 3 недеље експеримента (укупно 7 инјекција); (5) третирана флавоноидима QЕ и ЕC (на начин 



описан претходно). У пуној крви одређивани су хематолошки параметри: број еритроцита (RBC), концентрација 
хемоглобина (Hb), хематокрит (Hct), број леукоцита (WBC), број тромбоцита (Plt), хематолошки индекси, и 
биохемијски параметри: концентрације електролита (K, Na, Ca, Fe, фосфата), концентрације укупних протеина, 
албумина, глукозе и укупног холестерола, активности ензима аспартат аминотрансферазе (AST), аланин 
аминотрансферазе (ALT), алкалне фосфатазе (ALP), гама-глутамил транспептидазе (GGT) и лактат дехидрогеназе 
(LDH). У лизату еритроцита, применом стандардних аналитичких метода, одређивани су маркери оксидативног 
стреса: концентрације липидних пероксида (LPO), концентрације реактивних врста кисеоника и азота (супероксид 
анјон радикала (O2

•-), водоник пероксида (H2O2) и нитрита (NO2
-)), концентрације редукованог (GSH) и 

оксидованог глутатиона (GSSG) и активности ензима супероксид-дисмузе (SOD), каталазе (CAT), глутатион-
пероксидазе (GSH-Px), глутатион-редуктазе (GR), глутатион-S-трансферазе (GST). У изолованом ткиву јетре, 
након хомогенизације, применом стандардних аналитичких метода такође је одређен редокс статус 
(концентрације LPO, неензимских антиоксиданата GSH, GSSG и Vit C, и активности ензима АОS: укупне SOD, 
CuZn SOD, Mn SOD, CAT, GSH-Px, GR и GST). Концентрације бакра и церулоплазмина одређене су у плазми и 
супернатанту ткива јетре.  

Резултати истраживања показују да бакар у субхроничном третману испољава директан прооксидативни 
ефекат на еритроците и ткиво јетре пацова и показује значајне токсичне ефекте на хематолошко-биохемијске 
процесе у крви. Субхронична интоксикација бакром доводи до повећања LPO у еритроцитима и ткиву јетре, 
узрокује хемолизу еритроцита и анемију, пораст укупног холестерола, поремећај хомеостазе електролита. Након 
субхроничне интоксикације бакром повишене су активности ензима AST, ALT, ALP, GGT и LDH, маркера 
цитотоксичности јетре у серуму. Оксидативним оштећењима еритроцита и ткива јетре доприноси повећана 
продукција O2

•- и H2O2 и смањење неензимских антиоксиданата, ћелијског пула GSH и Vit C. Промене у 
активностима ензима АОS после субхроничне интоксикације бакром такође указују на појаву оксидативног стреса 
у еритроцитима и ткиву јетре.  

Флавоноиди QЕ и EC показују антиоксидативну способност и умањују оксидативни стрес настао након 
субхроничног излагања бакру. QЕ и EC стабилизују мембране, блокирају липидну пероксидацију и тиме играју 
улогу у ублажавању манифестација токсичности у еритроцитима и ткиву јетре. Значајно повећавају концентрације 
неензимских антиоксиданата GSH и Vit C у ћелијама, индукују синтезу ензима АОS, чиме доприносе повећању 
антиоксидативног капацитета ћелија. Синергистичко деловање флавоноида QЕ и EC, као и цитопротективна улога 
коју показују, може се приписати њиховој способности да хелирају метале и/или уклањају О2

•- и Н2О2.  
Резултати такође показују да су QЕ и EC ефективнији у антиоксидативном деловању у поређењу са DPA, 

који поред ефикасности у хелирању метала испољава и прооксидативне ефекте повећањем липидне пероксидације 
у еритроцитима и ткиву јетре.  

Ово истраживање представља допринос комплетирању научних сазнања о токсичним ефектима бакра, као и 
комплексности протективног деловања флавоноида кверцетина и епикатехина на оксидативно-антиоксидативни 
статус еритроцита и ћелија ткива јетре. Због широког спектра биохемијских и фармаколошких дејстава, посебно 
треба истакнути значај испитиваних флавоноида у здравој исхрани, као и у превенцији и терапији многих 
обољења. 
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Abstract:  

Copper is an essential trace element that plays an important role in biological systems, however, the 
increased concentration may cause toxic effects. As the transition metal, copper may stimulate the production of 
reactive oxygen species by Fenton's and Haber-Weiss reaction and lead to oxidative damage of biomolecules in 
the tissues, especially in the liver, which participates in its metabolism. 

Flavonoids are a natural plant polyphenol compounds which exhibit a wide spectrum of biological activity. 
They may exert antioxidant properties through different mechanisms, in a direct reaction with a reactive species, 
or by chelating transition metal ions, which in a further reaction may produce reactive species. 

The effects of subchronic copper intoxication on haematological and biochemical parameters in blood, 
oxidative metabolism of erythrocytes and oxidative stress parameters in rat liver are objectives of this 
dissertation research. The aim is also to examine the protective capacity and synergistic effects of flavonoids 
quercetin (QE) and epicatechin (EC), as a pure substances, under oxidative stress conditions. We also compared 
the effects of these flavonoids and a commercial drug D-penicillamine (DPA), a thiol compound used for the 
treatment of diseases caused by an increased accumulation of copper in the tissues (Wilson's disease). 

The study was performed on male albino Wistar rats, 8 weeks old at the beginning of the experiment, 
randomly divided into 5 groups of 7 animals: (1) control (0.3 ml of saline, i.p.); (2)  copper-treated (CuCl2·2H2O 
at a concentration of 560 mg/L) through drinking water for 5 weeks; (3) treated with copper (as described 
previously), and DPA (50 mg/kg body weight in 0.3 ml of re-distilled water, i.p.) every other day during the last 
2 week of the experiment (total number of injections were 5); (4) treated with copper (as described above), and 



flavonoids QE and EC (40 mg QE/kg body weight + 40 mg EC/kg body weight, in 0.3 ml of re-distilled water, 
i.p.) every third day during the last 3 weeks of the experiment (total number of injections were 7); and (5) treated 
with flavonoids QE and EC (as described previously). Hematological parameters: erythrocyte count (RBC), 
hemoglobin concentration (Hb), hematocrit (Hct), leukocyte count (WBC), platelet count (Plt), hematological 
indices, and biochemical parameters: concentration of electrolytes (K, Na, Ca, Fe, phosphate), total protein, 
albumin, glucose, and total cholesterol, the activities of aspartate aminotransferase (AST), alanine 
aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and lactate 
dehydrogenase (LDH) were measured in the whole blood. Markers of oxidative stress: lipid peroxidation (LPO), 
the concentration of reactive oxygen and nitrogen species (superoxide anion radicals (O2

•-), hydrogen peroxide 
(H2O2) and nitrite (NO2

-)), reduced (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) concentrations, and activities of 
AOS enzymes: superoxide-dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), glutathione 
reductase (GR), and glutathione-S-transferase (GST) were determined in the erythrocyte lysate using standard 
analytical methods. In isolated liver tissue after homogenization, the redox status (LPO concentration, GSH, 
GSSG and Vit C concentration, and the activities of total SOD, CuZn SOD, Mn SOD, CAT, GSH-Px, GR, and 
GST) was also determined using standard analytical methods. The concentrations of copper and ceruloplasmin 
were determined in the plasma and in the liver tissue supernatant. 

The results show that copper in subchronic treatment exerts a direct pro-oxidative effect on erythrocytes 
and liver tissue of rats and significant toxic effects on haematological and biochemical processes in the blood. 
Subchronic intoxication with copper leads to an increase in LPO in liver tissue and in erythrocytes, causes 
haemolysis and anemia, increase in total cholesterol, electrolyte homeostasis disbalance. After subchronic 
copper intoxication activities of cytotoxicity liver markers AST, ALT, ALP, GGT, and LDH, in the serum were 
elevated. Increased production of O2

•- and H2O2 and the reduction of non-enzymatic antioxidants, GSH and Vit 
C, contribute to oxidative damage in red blood cells and liver tissue. Changes in the activities of the AOS 
enzymes after subchronic intoxication with copper also indicated the occurrence of oxidative stress in 
erythrocytes and liver tissue. 

Flavonoids QE and EC exhibit antioxidant capacity and reduce oxidative stress occurring after subchronic 
copper exposure. QE and EC stabilize the membrane, blocking the lipid peroxidation, and thereby play a role in 
mitigating the manifestation of toxicity in the erythrocytes and liver tissue. They significantly increase the 
concentration of non-enzymatic antioxidants GSH and Vit C in cells, induce synthesis of the AOS enzymes, thus 
contributing to increase the cells antioxidant capacity. The synergistic action of the flavonoids QE and EC, and a 
cytoprotective role which they exert, can be attributed to their ability to chelate metal ions and/or remove O2

•- 
and H2O2. 

The results also show that QE and EC were more effective in antioxidant activity when compared with the 
DPA, which in addition to the efficiency of chelating metal ions exerts prooxidant effects, by increasing lipid 
peroxidation in erythrocytes and liver tissue.  

This research is a contribution to the scientific knowledge of the toxic effects of copper, as well as the 
complexity of the protective effect of flavonoids quercetin and epicatechin in the oxidative-antioxidant status of 
red blood cells and liver tissue cells. Considering their wide range of biochemical and pharmacological effects, 
we should point out to the importance of the flavonoids in a healthy diet, as well as in the prevention and 
treatment of many diseases. 
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COPPER-INDUCED CHANGES OF LIPID PEROXIDATION AND HEMATO-BIOCHEMICAL 
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Abstract – The effects of subchronic exposure to copper (Cu) on lipid peroxidation, hemato-biochemical parameters, and 
the possible protective role of flavonoids Quercetin and (-)-Epicatechin were studied. Male Wistar albino rats were treated 
with Cu (560 mg/L, p.o. as CuCl2·2H2O for 5 weeks) and Quercetin and (-)-Epicatechin (40 mg/kg BW each, i.p., every 
third day during the last 3 weeks) alone or in combination. Cu increased the concentration of lipid peroxides, decreased 
the number of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit values and increased the activities of aspartate aminotransferase, 
alanine aminotransferase and lactate dehydrogenase. Coadministration of Quercetin and (-)-Epicatechin with Cu lowered 
the process of lipid peroxidation and restored examined hemato-biochemical parameters to control values. Our results 
indicate that Cu induced oxidative damage in erythrocytes, which led to anemia, while Quercetin and (-)-Epicatechin 
showed a protective effect on the hemato-biochemical processes in the blood of rats. 

Keywords: Copper; erythrocyte; flavonoids; hematological parameters; biochemical parameters; lipid peroxidation

INTRODUCTION

Copper (Cu) is an essential trace element involved in 
many processes responsible for normal growth and 
development, as an integral part of specialized cupro-
proteins, such as ceruloplasmin (CP), cytochrome c 
oxidase, dopamine β-hydroxylase, superoxide dis-
mutase and tyrosinase (Ferenci, 2004; Kodama and 
Fujisawa, 2009). However, the accumulation of Cu in 
amounts that exceed the metabolic requirements of 
the organism or Cu homeostasis disorders can lead 
to the manifestation of its toxic effects (Fuentealba 
and Aburto, 2003). It is well known that redox-active 
metals, such as Cu, are capable of inducing oxidative 
stress by increasing the production of reactive oxy-

gen species (ROS) which causes peroxidative degra-
dation of polyunsaturated fatty acids in membrane 
lipids, and leads to the damage of biomolecules (Hal-
liwell and Gutteridge, 2007).

As a result of increased anthropogenic activi-
ties, heavy metals, including Cu, are increasingly 
present in the environment. Cu salts are widely used 
as algicides, fungicides and pesticides. Acute con-
sumption of high Cu amounts in water by humans 
may cause irritation of the stomach, nausea, loss of 
appetite and dehydration (Araya et al., 2004). The 
chronic use of water with increased Cu concentra-
tions may also represent a potential risk to sensi-
tive populations, such as children and individuals 
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with a genetic disorder of Cu metabolism (Brewer, 
2000). Increased Cu accumulation in humans oc-
curs mainly due to metabolic disorders of genetic 
origin, as in Wilson’s disease, which causes hepatitis 
and liver cirrhosis, and nervous system and kidney 
disorders (Brewer, 2000; Patil et al., 2013). In addi-
tion, an excess of Cu adversely affects the cardio-
vascular system, leading to high blood pressure and 
promoting atherosclerosis (Iskra and Majewski, 
2000).

Quercetin (QE) and (-)-Epicatechin (EC) belong 
to a group of plant polyphenolic flavonoids present 
in the daily diet of humans. The main sources of QE 
are apples, citrus fruits, broccoli, onion, berries, tea 
and red wine (Nutrient Data, Laboratory, 2011). EC 
is the most abundant flavonoid in green and black 
tea, cocoa products, red wine and berries (Nutrient 
Data, Laboratory, 2011). A diet rich in flavonoids can 
reduce blood pressure, the risk of cardiovascular dis-
ease, improves the liver antioxidant defense system 
and has a beneficial effect on symptoms of neuro-
degenerative disorders in Parkinson’s and Alzheim-
er’s disease (Middleton et al., 2000; Schroeter et al., 
2006; Larson et al., 2012). Apart from plant sources, 
these flavonoids are components of supplements in 
an alternative therapy for the treatment of allergies, 
asthma, bacterial infections, arthritis, gout, eye dis-
orders, hypertension and neurodegenerative disor-
ders (Larson et al., 2012).

Flavonoids exhibit a wide range of biological ac-
tivities, including anti-oxidative, anti-allergic, anti-
viral, neuroprotective and cancer inhibiting, in vitro 
or in animal tissues (Verma et al., 1988; Deschner 
et al., 1991; Middleton et al., 2000; Ishisaka et al., 
2011). In recent years attention has been devoted 
to their antioxidant activity. Due to their structure, 
flavonoids exhibit the ability to chelate transition 
metal ions and to “capture” and neutralize free radi-
cals, acting as chain-breaking antioxidant (Bors et 
al., 1990). 

The aim of this study is to investigate the effects 
of Cu and the protective capacity of these particular 
flavonoids, QE and EC, on hematological and bio-

chemical parameters in the blood of rats subchroni-
cally exposed to Cu in excess. 

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Chemicals for this study were obtained from Sig-
ma-Aldrich Chemie GmbH (Germany) and Merck 
(Darmstadt, Germany). Quercetin and (-)-Epicate-
chin were purchased from Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH (Germany). Solutions were prepared with 
double-distilled water. All reagents and chemicals 
were of analytical grade or higher purity.

Experimental animals

The study included male adult Wistar albino rats, 8 
weeks old, weighing 230±20 g at the beginning of the 
experiment. The animals were maintained in indi-
vidual cages under standard laboratory conditions 
(temperature 22°C±2°C; 12 h light-dark cycle). The 
animals had unlimited access to drinking water or 
a solution of CuCl2 and standard rodent laboratory 
diet. The concentration of CuCl2 was determined 
based on the oral median lethal dose for rats (LD50). 
The amount of water and solutions they drank was 
measured every third day. At the end of experimental 
period, the animals were anesthetized with ether and 
sacrificed by decapitation. The experimental proce-
dures were approved by the University Ethics Com-
mittee.

Experimental design

After a period of adaptation for one week prior to the 
experiment, the animals were randomly divided into 
4 groups, 7 animals per group: Group 1 (Control) 
received saline (0.3 mL/kg BW); Group 2 (Cu) was 
treated with copper (as CuCl2·2H2O at a concentra-
tion of 560 mg/L, p.o.) via drinking water for 5 weeks; 
Group 3 (QE+EC) was treated with intraperitoneal 
injections (i.p.) of quercetin coadministered with ep-
icatechin (40 mg QE/kg BW + 40 mg EC/kg BW, in 
0.3 mL double-distilled water) every third day for the 
last 3 weeks of the experiment. A total of seven injec-
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tions were administered; Group 4 (Cu+QE+EC) was 
treated with copper (as CuCl2·2H2O at a concentra-
tion of 560 mg/L, p.o.) via drinking water for 5 weeks, 
and with quercetin coadministered with epicatechin 
(40 mg QE/kg BW + 40 mg EC/kg BW, in 0.3 mL 
double-distilled water) i.p., every third day for the 
last 3 weeks of the experiment. A total of seven injec-
tions were administered.

Analytical procedures

The animals were measured, anesthetized with ether 
and decapitated 24 h after the last injection. Blood 
samples were collected in K-EDTA tubes for hema-
tological analysis or in tubes without anticoagulants 
for other analyses. Hematological and biochemi-
cal parameters were measured on the day of sacri-
fice. Hematological analysis included the number of 
erythrocytes (RBC), hemoglobin (Hb), hematocrit 
(Hct) values, as well as hematological indices (mean 
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular he-
moglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin 
concentration (MCHC) and red cell distribution 
width (RDW)) in whole blood, and was performed 
by standard methods on an automated hematology 
analyzer (Horiba Medical ABX Micros 60, Japan). 

Measurements of biochemical parameters, se-
rum total protein (TP), albumin (Alb), and activi-
ties of aspartate aminotransferase (AST), alanine 
aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase 
(LDH) were performed on BioSystem BTS 330 
(Spain), and serum concentrations of ceruloplasmin 
(CP) was performed on a Roche Hitachi 911 (Swiss) 
analyzer.

To measure lipid peroxidation (LPO), whole 
blood samples with EDTA were centrifuged at 1 000 
× g (+4°C) for 10 min and the plasma was removed. 
The erythrocytes were washed three times with an 
equal volume of cold saline (0.9 %, v/v). One millilit-
er of washed erythrocytes was lysed on ice in 3 mL of 
dH2O (4°C) for 30 min. LPO in the hemolysate was 
determined using the method described by Ohkawa 
et al. (1979), based on the reaction of lipid peroxida-
tion products (MDA-malondialdehydes) with thio-

barbituric acid (TBA) (TBARS analysis). Hemolysate 
samples were extracted with 28% trichloroacetic acid 
and centrifuged at 1 000 × g for 10 min. The color re-
action was carried out by adding 1% TBA and incu-
bation of the samples in a warm bath at 90°C for 15 
min. The absorbances were measured with a Uv-Vis 
Spectrophotometer (JENWAY 6105, Staffordshire, 
UK) and results were expressed in nmol MDA/mL 
erythrocytes, using a molar extinction coefficient for 
MDA of 1.56 × 105 M−1·cm−1.

Statistical analysis

All data were evaluated using SPSS for Windows 
(version 13.0) software (SPSS Inc., Chicago, Il, USA). 
The results are expressed as mean ± standard error 
of the mean (SEM). Comparisons were made using 
either factorial analysis of variance (ANOVA) with 
a post hoc Bonferroni/Dunnett’s multiple analysis or 
Kruskal-Wallis test (for comparison across several 
groups) and Mann-Whitney test (for comparison be-
tween two groups). Differences at p<0.05 were con-
sidered statistically significant.

RESULTS

The effects of treatment with Cu and the flavonoids 
QE and EC on average animal weight are shown in 
Table 1. The animals in group 1 (Control), as well as 
groups 3 (QE+EC) and 4 (Cu+QE+EC) gained in 
body weight during the 5-week experiment, while in 
group 2 (Cu) the body weight decreased significant-
ly. The average amount of CuCl2 solution emptied in 
the experimental group 2 (22.0 mL/rats/day) and in 
group 4 (24.3 mL/rats/day), was significantly lower 
than the volume of tap water drunk by the control 
animals (30.3 mL/rats/day) throughout the expo-
sure (Table 1). The calculated average intake of Cu2+ 
per rat was about 5 mg/day. There was no mortal-
ity among the animals, despite a reduction in body 
weight that was due to the avoidance of water and 
food intake and probable dehydration.

A subchronic exposure to Cu significantly de-
creased RBC counts, Hb and Hct values compared 
to the control (Table 2). Coadministration of QE and 
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Table 1. Body weights and water consumption of control and treated groups of rats after 5 weeks of treatment.

Experimental groups

Control
(n=7)

Cu
(n=7)

QE+EC
(n=7)

Cu+QE+EC
(n=7)

Initial body weight (g) 238.7 ± 13.02 232.7 ± 17.8 230.0 ± 21.3 232.9 ± 19.9

Final body weight (g) 263.3 ± 18.8 215.3 ± 15.5* 265.7 ± 20.7** 255.7 ± 17.6

Water consumption (mL/rat/day) 30.3 ± 1.5 22.0 ± 1.6* 30.8 ± 1.1** 24.3 ± 1.6*

n: number of animals in the group; Cu: copper; QE: quercetin; EC: epicatechin. Values are given as mean ± SD. *p<0.05, significantly different from con-
trol; **p<0.05, significantly different from Cu group.

Table 2. Changes in haematological parameters of control and treated groups of rats after 5 weeks of treatment.

Experimental groups

Parameters Control
(n=7)

Cu
(n=7)

QE+EC
(n=7)

Cu+QE+EC
(n=7)

RBC (×1012/L) 6.32 ± 0.89 5.16 ± 0.77* 7.19 ± 0.42** 6.87 ± 0.35**

Hb (g/L) 135.3 ± 4.22 101.1 ± 4.27* 144.0 ± 7.79** 141.3 ± 6.8**

Hct (%) 38.41 ± 4.86 29.52 ± 4.46* 41.05 ± 2.51** 38.35 ± 2.89**

MCV (fL) 59.21 ± 2.08 56.80 ± 1.91 57.03 ± 2.96 56.10 ± 1.83

MCH (pg) 21.1 ± 2.11 19.7 ± 2.46 20.02 ± 1.24 20.57 ± 0.82

MCHC (g/L) 352.75 ± 12.62 347.87 ± 12.27 350.83 ± 7.78 368.75 ± 16.07**

RDW (%) 14.83 ± 1.73 15.95 ± 0.88 14.73 ± 1.67** 13.73 ± 0.4**

n: number of animals in the group; Cu: copper; QE: quercetin; EC: epicatechin; RBC: red blood cell; Hb: haemoglobin; Hct: haemat-
ocrit; MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular haemoglobin; MCHC: mean corpuscular haemoglobin concentration; 
RDW: red cell distribution width. Values are given as mean ± SD. *p<0.05, significantly different from control; **p<0.05, significantly 
different from Cu group.

Table 3. Changes in biochemical parameters of control and treated groups of rats after 5 weeks of treatment.

Experimental groups

Parameters Control
(n=7)

Cu
(n=7)

QE+EC
(n=7)

Cu+QE+EC
(n=7)

TP (g/L) 60.9 ± 2.6 59.0 ± 2.9 61.4 ± 3.5 60.3 ± 5.1

Alb (g/L) 12.7 ± 1.5 12.0 ± 1.4 12.8 ± 1.9 11.5 ± 1.8

CP (mg/L) 54.4 ± 10.7 37.9 ± 12.2* 45.7 ± 11.4 52.7 ± 12.1

AST (U/L) 141.8 ± 14.7 216.2 ± 18.4* 147.2 ± 13.7** 138.8 ± 18.7**

ALT (U/L) 50.6 ± 6.3 70.1 ± 12.3* 55.2 ± 8.9 61.4 ± 18.1

LDH (U/L) 1084.7 ± 158.3 2012.2 ± 114.2* 1097.7 ± 81.8** 998.3 ± 142.9**

n: number of animals in the group; Cu: copper; QE: quercetin; EC: epicatechin; TP: total protein; Alb: albumin; AST: aspartate amin-
otransferase; ALT: alanine aminotransferase; LDH: lactate dehydrogenase; CP: ceruloplasmine. Values are given as mean ± SD. *p<0.05, 
significantly different from control; **p<0.05, significantly different from Cu group.
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EC with Cu significantly increased the values of the 
examined parameters compared to the Cu group. We 
noticed a slight a decrease in the values of the hema-
tological indices MCV, MCH and MCHC in the Cu 
group compared to the control. However, the MCHC 
value was significantly higher in the Cu+QE+EC 
group compared to the Cu group.

Table 3 shows the effects of treatment on bio-
chemical parameters. Exposure to Cu led to a slight 
decrease of TP and Alb, and a significant decrease in 
CP serum level compared to the control. Coadmin-
istration of QE+EC with Cu raised CP to the level of 
the control. 

The Cu treatment caused a significant increase 
in the activities of AST, ALT and LDH as compared 
to the control. Coadministration of QE+EC with Cu 
reversed these changes to the values measured in 
control.

The data in Fig. 1 show that subchronic treat-
ment with Cu led to a significant increase in LPO in 
the rats’ erythrocytes when compared to the control. 

Co-treatment of QE+EC with Cu restored the LPO 
level to nearly those measured in the control group.

DISCUSSION

Although Cu is an essential element for a number of 
biological processes, prolonged exposure to elevated 
concentrations may have adverse effects (Fuentealba 
and Aburto, 2003). In this study, we investigated the 
effects of Cu and the influence of the flavonoids QE 
and EC on hematological and biochemical param-
eters in the blood of rats after subchronical exposure 
to Cu in excess.

Our results show that in animals subchronically 
exposed to Cu their body weight decreased, which 
can be a predictor of poor general health. The de-
crease in body weight may indicate an excessive 
breakdown of tissue proteins. Similarly, the results 
of Bataineh et al. (1998) showed that long-term con-
sumption of Cu salts causes growth disorders and 
weight loss in animals. On the other hand, animals 
co-treated with EC, QE and Cu continuously gained 
weight.

Fig. 1.  LPO values in erythrocytes of control and treated groups of rats after 5 weeks of treatment Cu: copper; QE: quercetin; EC: epi-
catechin. Values are given as mean ± SD (n = 7); *p<0.05, significantly different from control; #p<0.05, significantly different from Cu 
group.
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Exposure to Cu significantly decreased RBC, Hb 
and Hct and led to anemia. Similar results were ob-
tained in other studies on animals (Bozynski et al., 
2009; Nikolic et al., 2013). The research of Fernandes 
et al. (1988) showed that the incubation of an eryth-
rocyte suspension with Cu2+ causes lipid peroxidation 
and hemolysis as a consequence of oxyhemoglobin 
oxidation by Cu. The erythrocytes are more suscep-
tible to oxidative damage than other cells because 
they are constantly exposed to ROS and their mem-
branes are rich in unsaturated fatty acids (Clemens 
and Waller, 1987). It was found that toxic Cu con-
centrations reduce deformability of erythrocytes and 
increase membrane permeability and osmotic fragil-
ity of cells, resulting in reduced erythrocyte survival 
(Adams et al., 1979). The observed reduced number 
of RBC, Hb and Hct after Cu exposure in our study is 
probably due to the oxidative damage of erythrocytes 
and increased erythrocyte destruction.

Coadministration of QE+EC with Cu showed 
protective effects on hematological parameters. In 
the study of Chouhan et al. (2011), QE exerted ben-
eficial effect on hematological parameters in rats 
treated with fluoride. Martinez et al. (2012) found 
that the presence of EC prevents protein oxidation 
and positively affects membrane fluidity and eryth-
rocyte morphology, thereby preventing hemolysis 
resulting from peroxidation. These results suggest 
that the protective effects of QE and EC are likely due 
to their ability to capture ROS and thereby prevent 
erythrocyte damage and hemolysis. 

Metabolic processes in rats exposed to Cu were 
also affected, which is reflected in the disturbance 
of biochemical parameters. CP, a cuproprotein that 
is synthesized in the liver, is the major carrier of Cu 
in the blood. Reduced levels of CP are typically as-
sociated with a reduced level of Cu in the serum of 
patients with Wilson’s disease, but reduced CP with 
normal or increased levels of serum Cu may suggest 
increased levels of Cu not bound to CP (the so-called 
free copper or non-ceruloplasmin-bound copper) 
(Kodama and Fujisawa, 2009). An elevated level of 
Cu in circulation may be the result of a sudden Cu 
release from the hepatocytes, caused by liver damage 

or intoxication with Cu (Patil et al., 2013). Treatment 
with Cu in the present study significantly decreased 
CP but did not lead to significant changes in the se-
rum level of Cu (data not shown) as compared to the 
control, which may indicate the release of non-cer-
uloplasmin-bound Cu from damaged hepatocytes. 
Coadministration of QE+EC with Cu reversed the 
changes in protein levels and CP, suggesting protec-
tive effects of these flavonoids on hepatocytes. 

Cu treatment increased the activities of AST, 
ALT and LDH in the serum. Transaminases are 
widely distributed in tissues, while their concentra-
tions in the serum are low. Since the liver is the or-
gan of Cu accumulation, these changes may indicate 
liver damage and, due to the distortion of functional 
integrity of hepatocyte cell membranes, the release 
of these enzymes in serum and their enhanced ac-
tivity. Increased transaminase (AST and ALT) activi-
ties in serum serve as parameters in the diagnosis of 
hepatitis and hemolytic anemia in humans and also 
indicate liver damage in animal (Fuentealba and 
Aburto, 2003; Gaetke and Chow, 2003). George and 
Chandrakasan (1997) reported a significant increase 
in LDH activity in the serum of rats as a result of 
hepatic fibrosis.

QE+EC administered alone did not cause sig-
nificant differences in the activities of these enzymes 
compared to the control group. However, coadmin-
istration of QE+EC with Cu decreased ALT and sig-
nificantly reduced AST and LDH activities compared 
to the Cu group. This is consistent with the results of 
other studies in which QE inhibited the increase of 
AST, ALT and LDH activities in serum by reducing 
the LPO in the liver (Tokyol et al., 2006) and myocar-
dium of animals (Matouk et al., 2013; Milton et al., 
2013). These results indicate that QE and EC are able 
to preserve the functional integrity of hepatocyte cell 
membranes and to prevent leakage of these enzymes 
into the blood.

Cu is essential for numerous biological func-
tions, including the synthesis of phospholipids in 
cell membranes that maintains the integrity of the 
cell (Ferenci, 2004). However, as earlier studies have 
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shown, an excess of Cu in rat diet may cause LPO and 
damage of the membrane (Dillard and Tappel, 1984; 
Burkitt, 2001; Gaetke and Chow, 2003). Fernandes et 
al. (1988) reported increased LPO after incubation of 
human erythrocyte suspension with Cu2+ ions. The 
Cu+ ion generated by the reduction of Cu2+ in the 
presence of superoxide anion (O2

•-) catalyzes the for-
mation of hydroxyl radicals (•OH) that readily en-
ter into further reactions (Halliwell and Gutteridge, 
2007). O2

•-, •OH, or lipid peroxyl radicals can cause 
LPO, a decrease in membrane potential, and an in-
crease in permeability to H+ and other ions, which 
eventually leads to the release of contents from cells 
(Halliwell and Gutteridge, 2007). Cu in our study 
significantly increased LPO in erythrocytes, indicat-
ing oxidative damage of cell membranes and the oc-
currence of oxidative stress in erythrocytes. 

Our data indicate that QE+EC inhibited Cu-
induced LPO. Previous studies have shown that 
flavonoids can block LPO due to their structure 
that enables them to chelate metal ions or scavenge 
ROS as hydrogen- or electron-donating compounds 
(Middleton et al., 2000; Mira et al., 2002). They thus 
can be helpful in conditions and diseases caused by 
increased metal concentrations or in conditions that 
are the result of oxidative stress. Mira et al. (2002) 
showed that QE and catechin chelate Cu2+ ions, due 
to their hydroxyl groups with interaction probably 
between the 5-hydroxyl and 4-oxo groups. It has also 
been reported that catechins have an antioxidant ef-
fect on iron-induced LPO due to iron chelation (Sug-
ihara et al., 2001). 

LPO could be inhibited by ROS scavenging, and 
QE as well as EC appears to be an extremely efficient 
radical scavenger (Middleton et al., 2000). The anti-
oxidant properties of QE and EC may contribute to 
the improvement of cells’ antioxidant defense. Filipe 
et al. (2001) showed that QE inhibited Cu-induced 
LPO in human plasma. These authors have also 
shown that there was a synergy of QE with endog-
enous urate in antioxidant action against Cu-induced 
LPO, and that the flavonoids were able to protect 
urate from oxidative degradation. Dietrich-Muszal-
ska et al. (2012) have shown that EC was more effec-

tive than QE in reducing LPO in human plasma in 
vitro. In an in vitro study of Boadi et al. (2003), it was 
shown that in reducing LPO, combinations of flavo-
noids provide better antioxidant protection than the 
individual treatments. 

According to Bors et al. (1990), three structural 
group of flavonoids are responsible for metal chelat-
ing and radical scavenging: i) the O-dihydroxy struc-
ture in the B-ring, which is the radical target site for 
all flavonoids with a saturated C-2/C-3 bond; ii) the 
C-2/C-3 double bond in conjugation with a 4-oxo 
function, which is responsible for electron delocali-
zation from the B-ring; and iii) the additional pres-
ence of both 3- and 5-hydroxyl groups for strongest 
radical absorption.

Our data suggest that Cu in excess exerted 
prooxidant effects on hematological and biochemi-
cal processes in the blood and caused oxidative 
damage in erythrocytes. Treatment with QE and EC 
could protect against oxidative damage in the blood 
of rats subchronically exposed to Cu in excess. The 
cytoprotective role of QE and EC can be ascribed to 
their ability to chelate the ions of transition metals 
and scavenge ROS. They managed to inhibit LPO, 
thus demonstrating a significant role in alleviating 
the manifestations of Cu toxicity.
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