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1.1 МЕТАБОЛИЗАМ СУМПОРОВИТИХ АМИНОКИСЕЛИНА 

 

Сумпоровите аминокиселине су оне које у својој структури садрже сумпор, односно, 

сулфхидрилну групу. Међу сумпровитим аминокиселинама од примарног значаја су 

метионин и цистеин, које имају кључну улогу у низу метеболичких процеса. Метионин је 

есенцијална аминокиселина која се у организму сисара не ствара у довољној количини 

како би се омогућио физиолошки раст и развој, тако да се ова аминокиселина мора 

континуирано уносити исхраном. Са друге стране, цистеин је делимично есенцијална 

аминокиселина имајући у виду да настаје од L-метионина у процесу транссулфурације. 

Због наведених чињеница процена садржаја метионина и цистеина у намирницама које се 

уносе се практично користи као процена уноса сумпоровитих аминокиселина исхраном. 

Резултати све већег броја истраживања указују на круцијалне улоге ових аминокиселина у 

огромном броју физиолошких процеса, попут одржавања структуре протеина, 

метаболичких процеса, имунским реакцијама и одржавању оксидо-редукционих процеса у 

организму (1-4).  

 Оксидо-редукциони процеси имају примарну улогу у одржавању свеукупне 

хомеостазе у организму, која подразумева врло фину регулацију и избалансираност у 

производњи и елиминацији слободних радикала. Реактивне врсте кисоника (енгл. reactive 

oxygen species - ROS), као најчешћи облик слободних радикала, врло лако оксидују 

биомолекуле (протеине, липиде, ДНК) и изазивају оксидационо оштећење (5). Услед 

наведених чињеница антиоксидациони потенцијал сумпоровитих аминокиселина 

привлачи све већу научну пажњу, имајући у виду број патофизиолошких ентитета у чијој 

патогенези се налази оксидациони стрес (5-7). 

 Са друге стране, хомоцистеин (Hcy) је непротеинска аминокиселина која настаје 

током метаболизма метионина. Хиперхомоцистеинемија (HHcy), односно вредност Hcy 

изнад 15 µmol/l у плазми, представља потврђен фактор ризика за настајање коронарне, 

церебралне и периферне атеросклерозе (8-10). Велики број различитих узрока може да 

учествује у поремећају метаболизма метионина и последичном развоју HHcy. 
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1.1.1 МЕТИОНИНСКИ ЦИКЛУС 

 

Као што је претходно наведено, метионин је алифатична, есенцијална аминокиселина која 

садржи сумпор, и истовремено је прекурсор великог броја једињења са различитим 

улогама у физиолошким и патофизиолошким процесима попут: сукцинил коензима А, 

Hcy, цистеина, креатина и карнитина. Након варења протеина метионин се апсорбује у 

танком цреву, при чему се у ткивима гастроинтестиналног тракта метаболише око 20% 

метионина (11). Остатак се крвотоком преноси до различитих делова организма, и 

појединачне ћелије га преузимају помоћу Na
+
-зависних и Na

+
-независних транспортера. 

Када уђе у ћелију, метионин се користи за синтезу протеина или се укључује у 

метаболички циклус, за чије одвијање је неопходно деловање већег броја кофактора, при 

чему витамини В комплекса имају кључну улогу (12). Метионин садржи метил групу (-

СН3) која је везана за атом сумпора и која може да се пренесе на велики број различитих 

једињења, која у том случају бивају метилована а метионин се понаша као донор метил 

групе. Пре него што донира метил групу она мoра бити активирана деловањем аденозин 

трифосфата (АТР). Под дејством ензима метионин аденозилтрансферазе (МАТ), уз 

додатак аденозина, из метионина настаје S-аденозил метионин (SAM) (13). Постоји три 

изоензима МАТ, при чему су МАТI и МАТIII заступљени у хепатоцитима, а МАТII у 

екстрахепатичним ткивима. Изоензиме МАТI и МАТII инхибира продукт реакције, SAM, 

док се активност изоензима МАТIII повећава под дејством SAM (14). Последица наведене 

чињенице је релативно уравнотежена концентрација SAM у екстрахепатичним ткивима. 

Са друге стране, концентрација SAM у јетри може знатно да варира, имајући у виду да 

МАТIII изоензим има високу Михаелисову константу и да је SAM позитивни регулатор 

активности овог облика МАТ. У великом броју трансметилационих реакција, које су 

катализоване различитим метилтрансферазама, SAM донира своју метил групу при чему 

настају различити продукти реакција и S-аденозил хомоцистеин (SАН). SАН може да се 

веже за унутарћелијске протеине, да се деловањем ензима аденозил хомоцистионазе (SАН 

хидролаза) преведе у Hcy, или да изађе из ћелије, при чему само бубрези имају могућност 

да активно уклањају SАН из ванћелијске течности. Од кључног значаја је деловање 

ензима аденозил хомоцистионазе, који одвајањем аденозина претвара SАН у Hcy (15, 16). 
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Однос између SAM и SАН представља метилациони индекс и рефлектује метилациони 

потенцијал (15, 16). Реакција којом се SАН претвара у Hcy се одвија у свим ћелијама, при 

чему ензим аденозил хомоцистионаза користи никотинамид аденин динуклеотид фосфат 

(NADP) као простетичну групу и бакар. Настали Hcy подлеже ензимским 

трансформацијама у ћелији у којој је настао или се избације из ћелије, па се крвљу 

преноси до ћелија јетре или других места у организму. Физиолошке вредности Hcy у 

плазми вероватно одражавају транспорт Hcy од места његове синтезе до места његове 

разградње. 

 У деградацију Hcy насталог из SАН укључена су три ензимска пута, од чега се два 

одвијају унутар метионинског циклуса, при чему се из Hcy поново ресинтетише метионин 

и чине реметилациони пут метаболизма Hcy (Слика 1).  

 

Урин Сулфати 

MFMT 

Параоксоназа 

Хомоцистеин 

тиолактон 

МЕТИОНИН ATP 

S-Аденозил метионин (SAM) 

CH3-акцептор 

Метиловани 

супстрат 

S-Аденозил хомоцистеин (SAH) 

ХОМОЦИСТЕИН 

H2O 

Аденозин 

Бетаин 

Диметилглицин 

Холин 

Тетрахидрофолат 

5-Метилтетра- 

хидрофолат 

5,10-Метилен- 

тетрахидрофолат 

Серин 

Глицин 

B12 

ЦИСТАТИОН 

ЦИСТЕИН 

Серин 

α-Кетобутират 

ATP 

AMP + 2Pi 

МАТ 

B6 

B6 

Метилтранферазе 

SAH хидролаза 

CBS 

MetRS 

BHMT 

ПРОТЕИНИ ГЛУТАТИОН ТАУРИН 

CGL 

MTHFR 
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Слика 1. Метионински циклус. 

Деловањем ензима метилфолат метилтрансферазе (метионин синтетазе - MFMT) Hcy се 

додаје метил група и поново настаје метионин (17). Деловање ензима MFMT је повезано 

са активношћу ензима метилентетрахидрофолат редуктазе (MTHFR), који катализује 

синтезу метилентетрахидрофолата и који донира метил групу Hcy. Поред фолата (витамин 

В9) за деловање ензима MFMT је неопходан и витамин В12 (кобаламин) (17, 18). Због тога 

ова реакција представља чвориште метаболизма фолата и кобаламина, јер је неопходно 

континуирано превођење метилтетрахидрофолата у фолат и супротно. Друга хомоцистеин 

метилаза је бетаин хомоцистеин метилтрансфераза (BHMT), ензим који катализује 

преношење метил групе са бетаина на Hcy при чему настаје метионин. За разлику од 

метаболичког пута MFMT који је заступљен у свим ћелијама, BHMT је најзаступљенији у 

јетри и бубрезима, где постоји највише бетаина (19). Молекул бетаина садржи три 

хемијски активне метил групе везане за атом азота. Поред уноса исхраном бетаин настаје 

и иреверзибилном оксидацијом холина деловањем ензима холин дехидрогеназе и бетаин 

алдехид дехидрогеназе. Давањем метил групе Hcy, бетаин се преводи у диметилглицин 

(DMG). Овај метаболички пут инхибирају DMG и SAM, а потенцира га бетаин (20, 21). 

Мала количина DMG се уклања урином, док се највећи део преводи у саркозин и глицин 

деловањем ензима DMG-дехидрогеназе. DMG-дехидрогеназа је ензим митохондријског 

матрикса чија је активност условљена флавин аденин динуклеотидом (FAD) и 

тетрахидрофолатом, чија активност подрзумева пренос једне метил групе 

тетрахидрофолату при чему се ствара 5,10-метилентетрахидрофолат, а глицин такође 

улази у фолатни циклус и укључен је у синтезу 5,10-метилентетрахидрофолата (22). 

Пренос метил групе катализован BHMT не зависи од витамина В12 и фолата, међутим 

постоји неколико укрштања овог метаболичког пута и фолатног циклуса. Показано је да 

холин индиректно повећава метилацију Hcy (23). Додатна карактеристика ензима BHMT 

је да садржи цинк, што је заједничка особина ензима који метилују тиоле (24).  

 Два претходно наведена метаболичка пута чине трансметилациони метаболички 

пут Hcy, који је практично у сталној компетицији са транссулфурационим метаболичким 

путем, којим се Hcy иреверзибилно преводи у цистеин. Цистатион β-синтетаза (СВЅ) је 

први и ограничавајући ензим у транссулфурационом метаболичком путу, који преводи 

Hcy у цистатион уз ослобађање водоник сулфида (Н2Ѕ). Са друге стране, синтеза цистеина 
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(или количина цистеина) је лимитирајући фактор за синтезу глутатиона, који је главни 

унутарћелијски антиоксиданс. Стога, транссулфурациони метаболички пут представља 

ендогени механизам којим се уклања токсични Hcy, а синтетишу се Н2Ѕ и цистеин који 

имају протективна својства (25, 26). Активност ензима СВЅ, као и ензима који катализује 

наредни корак, цистатион γ-лиазе (CGL), зависи од пиридоксал 5’-пирофосфата (PLP) 

односно витамина В6 (27). Цистатион γ-лиаза (CGL) или γ-цистионаза, уз присуство PLP, 

катализује разлагање цистатиона до цистеина и α-кетобутирата. Цистен се даље укључује 

у синтезу различитих протеина, таурина и глутатиона. Поред 3-меркаптопируват 

сумпортрансферазе, СВЅ и CGL су једини ензими који синтетишу Н2Ѕ, чије су улоге као 

гасотрансмитера у фокусу великог броја истраживања (28). Имајући у виду да се у готово 

свим претходно наведеним метаболичким реакцијама групе које садрже један угљеников 

атом преносе са различитих донора на акцепторе у литератури се ови метаболички путеви 

означавају једним именом као „метаболички пут једног угљеника“ – енгл. One Carbon 

Metabolism. 

 

1.1.2 УЛОГА ВИТАМИНА В КОМПЛЕКСА У МЕТАБОЛИЗМУ МЕТИОНИНА И 

ХОМОЦИСТЕИНА 

 

Више различитих витамина В комплекса имају кључну улогу у метаболичким путевима 

метионина и Hcy, тако да практично представљају лимитирајући фактор у овим 

процесима, и у њиховом недостатку настају поремећаји у зависности од ензима чија је 

функција поремећена. Као што је претходно наведено за деловање ензима MFMT је 

неопходно постојање довољне количине фолата, као донора метил групе, као и 

кобаламина, који је кофактор MFMT. 5,10-метилентетрахидрофолат се под дејством FAD 

зависног ензима метилен тетрахидтофолат редуктазе (MTHFR) преводи у 5-метил-

тетрахидрофолат, чија се метил група деловањем MFMT преноси на Hcy, при чему поново 

настаје метионин (Слика 2).  
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5-МЕТИЛ-

ТЕТРАХИДРОФОЛАТ 

ТЕТРАХИДРОФОЛАТ 

5,10-МЕТИЛЕН 

ТЕТРАХИДРОФОЛАТ MFMT 

В12 

Метионин 

Хомоцистеин 

MTHFR 

FAD 

SHMT 
Серин 

Глицин 

ФОЛНА КИСЕЛИНА 

DHFR 

TS 

dUMP 

dTMP 

Цистатион 

CBS 

В6 

SAH 

SAM 

 

+ + 

 

Слика 2. Фолатни циклус.  

Губитком метил групе 5-метил-тетрахидрофолат се преводи у тетрахидрофолат, који се 

деловањем ензима хидроксил метил трансферазе (SHMT) преводи у 5,10-

метилентетрахидрофолат, уз истовремено претварање једног молекула серина у глицин. 

Метил група 5-метил-тетрахидрофолата се синтетише de novo, односно преноси се са 

серина. На активност MTHFR утичу SAM и SAH, при чему SAM смањује активност, SAH 

повећава активност MTHFR. Са друге стране, SAM делује као алостерни активатор ензима 

СВЅ, тако што се везује за С-терминални домен овог ензима и повећава његову активност 

(29). 
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 Метаболичка улога витамина В12 је везана за два пута у еукариотским ћелијама, 

метилкобаламин (MeCbl) је укључен у процес реметилације као кофактор MFMT, док је 

аденозилкобаламин кофактор ензима метилмалонил коензим А редуктазе у 

митохондријама. У реакцији у којој MFMT катализује пренос метил групе са 5-метил-

тетрахидрофолата на Hcy, MeCbl је прелазни акцептор метил групе између фолатног и 

метионинског циклуса. Услед тога, недостатак витамина В12 не узрокује само поремећај 

реметилације Hcy у метионин и последично накупљање Hcy, већ и смањену конверзију 5-

метил-тетрахидрофолата у тетрахидрофолат. Због наведене чињенице настаје накупљање 

5-метил-тетрахидрофолата и смањење количине тетрахидрофолата, који представља 

редуковани облик фолата неопходан за синтезу ДНК, што је једно од потенцијалних 

објашњења зашто недостатак витамина В12 негативно утиче на репликацију ДНК (17, 30). 

Парадоксално звучи чињеница да у недостатку витамина В12 већу пажњу привлачи 

накупљање Hcy и последична HHcy у односу на недостатак метионина. Ендогена 

ресинтеза метионина је реакција од кључног значаја за физиолошко функционисање 

ћелије, јер је SAM универзални донор метил групе у низу трансметилационих реакција у 

ћелији (31). Недостатак витамина В12 се брзо рефлектује на метаболичке процесе у ћелији, 

и на количине SAM и SAН, и смањење њиховог међусобног односа, односно 

метилационог потенцијала. 

 Као што је претходно наведено, витамин В6 у облику PLP је неопходан за 

функционисање ензима СВЅ и CGL који посредују у транссулфурационим метаболичким 

реакцијама. СВЅ је по структури тетрамер који садржи четири потенцијална места за 

везивање PLP. Истраживања су показала да постоји различит афинитет за везивање сваког 

од појединачних молекула PLP, а резултати студија у којима је уклоњен PLP из молекула 

СВЅ указују на потпуни губитак ензимске активности. Наиме, PLP је неопходан за 

одржавање секундарне структуре (27, 32). Слично СВЅ, и CGL је хомотетрамер који се 

састоји из четири субјединице. Свака од субјединица има једно везивно место за PLP, и 

када се PLP веже за субјединице оне се међусобно повезују и формирају тетрамерну 

структуру (33). Резултати више истраживања су показали да недостатак витамина В6 не 

мења значајно активност ензима СВЅ, док се активност ензима CGL значајно смањује (34, 

35).  
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1.1.3 РЕГУЛАТОРНИ МЕХАНИЗМИ МЕТАБОЛИЗМА МЕТИОНИНА 

 

И на основу експерименталних истраживања и истраживања на пацијентима са генетским 

метаболичким поремећајима који утичу на метаболизам метионина може да се закључи да 

метаболизам метионина заправо представља циклус који се континуирано понавља, а 

једина додатна реакција која се дешава ван циклуса је транссулфурациони метаболички 

пут којим се Hcy усмерава ка синтези цистеина (36). Метаболизам метионина може да се 

окарактерише кроз два параметра: брзина одвијања реакција у оквиру метионинског 

циклуса и удео Hcy који подлеже каталитичком деловању СВЅ и CGL. Наведени концепт 

подразумева два потенцијална регулаторна места. Расподела метионина између 

укључивања у синтезу протеина и укључивања у метионински циклус и синтеза SAM је 

прво регулаторно место. Друго регулаторно место подразумева ензиме чији је супстрат 

Hcy, а метаболички исход сваке појединачне реакције зависи од активности одговарајућег 

ензима. Такође, могу да се издвоје и два механизма којима се регулише активност ензима. 

Први механизам је количина неког ензима у одређеном ткиву, на шта може да утиче 

велики број фактора попут узраста, пола, начина исхране, употребе лекова или хормона, 

као и специфичности метаболизма метионина у појединим ткивима. Други механизам 

зависи од кинетичких својстава сваког појединачног ензима, односно њиховог афинитета 

према супстрату и одговора на метаболичке ефекторе. 

 Постоји неколико ткивних специфичности везано за метаболичке путеве 

метионина: 1) метионински циклус се одвија у свим ткивима у организму, 2) изоензим 

МАТ са високом Михаелисовом константом (МАТIII) налази се само у хепатоцитима, 3) 

BHMT се налази само у јетри и бубрезима код виших примата и човека (37, 38). 

 

1.1.4 МЕТИОНИН, ХОМОЦИСТЕИН И ХИПЕРХОМОЦИСТЕИНЕМИЈА 

 

Хомоцистеин (Hcy) је први пут изолован 1933. године из камена екстрахованог из 

мокраћне бешике (39). Исте године у часопису New England Journal of Medicine описан је 

случај дечака који је примљен због интензивне главобоље, повраћања и поспаности, а у 

клиничкој слици је констатована ментална заосталост и дислокација очних сочива (40). 

Такође су наведени знаци који су сугерисали мождани удар у виду слабости и патолошких 

рефлекса на левој страни тела, а описано је и повећање телесне температуре и крвног 
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притиска. Након извршене аутопсије описана је атеросклероза каротидних артерија и 

церебрални инфаркт. Тридесетак година касније је описан случај оболеле девојчице са 

сличном клиничком сликом, и анализом крви доказане су екстремно високе вредности 

Hcy. Даљом анализом утврђено је да је девојчица у рођачким везама са случајем описаним 

1933. године. Потом је 1969. године патолог са Харварда, McCully описао двоје деце са 

хомоцистеинуријом. Први случај је био дечак старости само два месеца са 

атеросклеротским променама које би могле да постоје код особа у позним годинама, а 

лабораторијске анализе су показале веома високе вредности Hcy у крви и урину. Други 

случај је заправо опис аутопсије девојчице старе осам година која је имала 

хомоцистеинурију и умрла од можданог удара, а аутопсијски налаз је показао 

атеросклеротске промене својствене старијим особама (41). На основу наведених 

чињеница McCully је претпоставио да су описане васкуларне промене настале као 

последица повишених вредности Hcy, што је била основа хомоцистеинске или протеинске 

хипотезе атеросклерозе (42), која је прихваћена тек неколико година касније када су и 

други аутори дошли до сличних сазнања. 

 Поред претходно објашњених метаболичких путева реметилације и 

транссулфурације, Hcy може да уђе у процес циклизације при чему настаје хомоцистеин 

тиолактон (Hcy TL), који представља токсични метаболит Hcy који узрокује патолошке 

промене везане за HHcy. Настајање Hcy TL је практично „погрешна“ реакција у којој 

ензим метионил-тРНК синтетаза (MetRS) конвертује Hcy у Hcy TL (43, 44). MetRS је један 

од 20 ензима који су укључени у синтезу протеина, а чија је улога да ковалентно веже 

метионин за одговарајућу транспортну РНК (45). Наиме, због стуктурне сличности 

метионина и Hcy (Слика 3), MetRS уместо метионина везује Hcy, али пошто он не може 

да буде уграђен у полипептидни ланац, „грешка“ се исправља токо што настаје Hcy TL 

(46).  
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Слика 3. Хемијске структуре метионина (1), хомоцистеина (2)  

и хомоцистеин тиолактона (3). 

 

Механизам настајања Hcy TL се одвија у два корака, прво се деловањем АТР-а активира 

карбоксилна група Hcy, при чему настаје хомоцистеинил аденилат везан за MetRS (I), а 

потом бочни ланац Hcy са тиолном групом замењује АМР на карбоксилној групи 

формирајући цикличну структуру Hcy TL (II). 

 

I) MetRS + Hcy + ATP  MetRSHcyAMP + PPi 

II)  

 

У физиолошким условима количина створеног Hcy TL је мала због ниских 

концентрација Hcy у ћелијама. Међутим, у било којим ситуацијама када постоји повећање 

концентрације Hcy у ћелији, било да постоји поремећај реметилационог или 

транссулфурационог метаболичког пута, повећава се и количина насталог хомоцистеин 

Hcy TL. На пример, у недостатку фолата у фибробластима и ендотелним ћелијама се 

накупља Hcy и настаје Hcy TL, који при екстремно високим вредностима Hcy може 

чинити 60% његовог метаболизма. Настали Hcy TL се метаболише на два начина: 1) 

хомоцистеинилација протеина везивањем Hcy TL за лизинске (Lys) аминокиселинске 
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остатке у полипептидним ланцима, или 2) ензимска хидролиза до Hcy деловањем 

хомоцистеин тиолактоназе, калцијум зависног ензима који је у саставу HDL-a (47, 48). 

 Hcy TL образује изопептидне везе са аминокиселинским остацима лизина (Lys) 

унутар пептидних ланаца. Изопептидне везе, за разлику од пептидних веза које се 

формирају између α-амино групе једне и α-карбоксилне групе друге аминокиселине, 

настају између nonα-амино групе једне и α-карбоксилне групе друге аминокиселине или α-

амино групе једне и nonα-карбоксилне групе друге аминокиселине. Оваква 

хомоцистеинилација протеина изазива поремећај њихове функције или чак губитак 

функције, што за последицу има ремећење физиолошке функције у којој учествује дати 

протеин (настајање аутоимунских реакција или прокоагулантних стања). Реакција Hcy TL 

са протеинима плазме изазива стварање нових протеина који делују антигено и покрећу 

стварање аутоимунских антитела и инфламаторне реакције (49). Вредности аутоантитела 

настала реакцијом на Nε-Hcy-Lys-протеине позитивно корелирају са вредностима укупног 

Hcy у плазми (50). 

 Физиолошке вредности Hcy у плазми крећу се у опсегу од 5 до 15 μmol/l. Постоји 

више класификација НHcy у зависности од вредности Hcy, премда је најчешћа она којом 

се НHcy класификује као блага до умерена са вредностима Hcy од 15 до 30 μmol/l, средња 

НHcy, када су вредности Hcy од 30 до 100 μmol/l, и тешка, када вредности Hcy прелазе 100 

μmol/l (51, 52). Hcy се у циркулацији налази у више облика: слободан Hcy (мање од 1%), у 

облику дисулфида (Hcy-Hcy), мешовитих дисулфида (Hcy-Cys) или везан за протеине. 

Данас се користи више различитих метода за мерење вредности Hcy, али најчешће се 

користи течна хроматографија високих перформанси (енгл. High Performance Liquid 

Chromatography - HPLC) (53). 

НHcy може да настане као последица већег броја фактора, међутим најчешће се 

НHcy сврставају у две групе: 1) тешке и ређе НHcy које настају као последица 

инсуфицијенције неког од кључних ензима у оквиру метионинског циклуса (Слика 1), и 

2) средње и умерене НHcy, које се чешће срећу, и које настају као последица деловања 

фактора средине. 

У случају НHcy која настаје као последица генетских дефеката ензими који су 

најчешће захваћени су MTHFR, MFMT или СВЅ (54). Најчешћи ензимски поремећај који 

изазива благо до умерено повећање вредности укупног Hcy је поинт мутација ензима 
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MTHFR (супституција C заT на положају 677) у кодирајућем делу гена за MTHFR, чиме се 

узрокује синтеза термо-лабилог ензима чији се учинак креће око 50% (55). Са друге стране 

најчешћи генетски узрок тешке НHcy праћене хомоцистинуријом је хомозиготни 

недостатак ензима СВЅ, а нешто ређи узроци су хомозиготни недостатак ензима MTHFR 

или MFMT, као и поремећај функције MFMT услед урођених поремећаја метаболизма 

витамина В12.  

Недовољан нутритивни унос фолата, витамина В12, као и витамина В6 је у обрнутој 

корелацији са вредностима укупног Hcy. Такође, више обољења, као што су бубрежна 

инсуфицијенција, хипотиреоза, карциноми, псоријаза и дијабетес, је повезано са 

повишеним вредностима Hcy (55). Поједини лекови, дуван, кафа, и повећање серумских 

вредности креатинина су у позитивној корелацији са вредностима Hcy (55, 56). 

  

1.1.5 ХОМОЦИСТЕИН КАО УЗРОЧНИК ПАТОЛОШКИХ СТАЊА 

 

Резултати великог броја истраживања указују на повезаност између повишених вредности 

Hcy TL и великог броја патолошких ентитета укључујући, пре свега, кардиоваскуларне 

болести, атеросклерозу и атеротромбозу, затим неуропатолошких стања попут 

Алцхајмерове деменције, васкуларне деменције и Паркинсонове болести, различитих 

облика обољења бубрега, остеопорозе, инсулинске резистенције, карцинома, 

гастроинтестиналних и ендокриних болести (57-62). 

Кардиоваскуларне болести (КВБ) обухватају болести срца и крвних судова и 

непосредни су узрок у више од 30% смртних исхода широм света (63). КВБ спадају у 

болести са мултиплим факторима узрока, тако да је тешко издвојити један фактор 

појединачно, али као што је претходно наведено, хомоцистеин је издвојен као независан 

фактор ризика за развој КВБ (64). Коронарна болест или болест коронарних крвних судова 

се односи на сужавање коронарних крвних судова и последично смањење дотока крви у 

миокард. Тежина коронарне болести срца се класификује на основу Генсини (Gensini) 

скоринг система на коронарну болест једне, две и три артерије (65). 

Имајући у виду значај атеросклерозе у погледу морбидитета и морталитета у 

савременом свету, најинтензивније је испитивана улога HHcy у патогенези атеросклерозе. 

Показано је да HHcy на више начина посредује у развоју атеросклерозе: 1) индукција 

оксидационог стреса, 2) поремећај васкуларне реактивности и оштећење ендотела, 3) 
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повећање вероватноће за руптуру атеросклеротског плака, 4) инфламација и адхезија 

леукоцита, 5) активација васкуларних глатких мишићних ћелија и њихова пролиферација, 

6) активација и диференцијација макрофага. Атеросклероза је најчешћи патолошки процес 

који се налази у основи КВБ попут коронарне болести и инфаркта миокарда, можданог 

удара, срчане слабости и периферне васкуларне инсуфицијенције (63). Атеросклероза се 

дефинише као стално запаљенско оштећење интиме артерија са последичним повећањем 

пропустљивоси, накупљањем липида плазме и стварањем плакова, и каснијим 

фиброзирањем и калцификацијом плакова (66, 67). Резултати више клиничких 

истраживања јесно указују на повезаност између вредности Hcy у плазми и коронарне 

болести, атеросклерозе каротидних и периферних артерија (68).  

Једна од кључних карика која повезује Hcy и атеросклерозу је оксидациони стрес и 

улога оксидованог LDL-а (енгл. Low-Density Lipoprotein). Наиме, холестерол у 

циркулацији је везан за протеине, чиме се формирају различити липопротеини. У јетри се 

прво синтетишу липопротеини врло мале густине - VLDL (енгл. Very Low-Density 

Lipoprotein), који постепено предају триглицериде периферним ткивима, при чему се део 

VLDL-а метаболише у LDL, а на крају до липопротеина велике густине - HDL (енгл. High-

Density Lipoprotein). Иако и LDL и HDL имају есенцијалне улоге у транспорту 

холестерола, имају дијаметрално различите улоге у патогенези атеросклерозе, при чему 

LDL индукује атеросклерозу, а HDL има протективно дејство. Макрофаги су развили 

више различитих механизама којима се спречава претерано накупљање LDL-а, попут 

смањења броја рецептора за LDL, међутим оксидовани LDL (ОхLDL) превазилази ове 

заштитне механизме, услед чега долази до брзог накупљања ОхLDL-а и трансформације 

макрофага у пенасте ћелије, које чине патоанатомски супстрат атеросклеротских плакова 

(69). ОхLDL настаје када је LDL-а изложен оксидационим производима ендотелних 

ћелија, макрофага и васкуларних глатких мишићних ћелија у субендотелном простору. 

Међутим, више различитих фактора изазива повећање количине ОхLDL-а, између осталих 

Hcy, али тачни механизми ове повезаности нису сасвим познати (69). Повећање 

оксидационог стреса под дејством Hcy, попут повећања активноси индуцибилне форме 

азот-моноксид синтазе (iNOS) и мијелопероксидазе, чиме се индиректно повећава 

количина ОхLDL-а. Са друге стране, показано је да суплементација витаминима В 
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комплекса и последично смањење вредности Hcy истовремено смањује и количину 

ОхLDL-а (70). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Слика 4. Хомоцистеин и ендотелна дисфункција. 

 

Поремећај равнотеже између фосфорилације и дефосфорилације липида и протеин киназа 

узрокованих хомоцистеином ремете однос између L-аргинина и азот-моноксид синтазе 

(NOS), чиме се индукује ендотелна дисфункција. Hcy, такође, ремети ћелијске и 

молекулске механизме који су у основи ендотелне функције. Ендотелна NOS (еNOS) има 

примарну улогу у синтези азот-моноксида (NO) који је круцијални чинилац у одржавању 

хомеостазе у васкуларном систему, ремоделовању крвних судова и ангиогенези. Више 
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сложених унутарћелијских механизама учествује у физиолошкој регулацији функције 

еNOS, док Hcy у великој мери ремети ову равнотежу, пре свега повећањем продукције 

слободних радикала и индукцијом оксидационог стреса. Hcy такође ремети метаболички 

пут протеин киназа В (Akt)-фосфатидилинозитол 3-киназа (PI3K)-еNOS (Akt-PI3K-еNOS) 

(71). Rho киназа је још једна киназа која спада у породицу серин-треонин киназа, попут 

претходно поменуте Akt, чија активност може значајно да се промени под дејством Hcy, 

па тако представља једно од кључних мета за индукцију ендотелне дисфункције током 

НHcy (72). Hcy изазива аутооксидацију NADPH оксидазе и последичну активацију, што за 

последицу има значајно повећање продукције слободних радикала и индукцију 

оксидационог стреса (73). Патогенетски механизми којима Hcy индукује ендотелну 

дисфункцију су сумирани на Слици 4. 

Макрофаги су ћелије имунског система које имају кључну улогу у запаљенским 

реакцијама организма, тако да је постојање макрофага у атеросклеротским лезијама 

уобичајено. Позната је чињеница да моноцити из циркулације мигрирају, адхерирају за 

ендотелне ћелије, провлаче се између њих и прелазе у субендотелни простор. На значај 

макрофага и њиховог преузимања липида у патогенези атеросклерозе указују резултати 

истраживања у којима искључивање гена за адхезивне молекуле макрофага (M-CSF и Р 

селектин) спречава настајање атеросклерозе у експерименталним моделима 

дислипидемије (74, 75). Недавно је утврђено да постоје најмање две субпопулације 

макрофага, М1 и М2. М1 макрофаги се обележавају као „класично активирајући“ 

макрофаги и делују проинфламаторно, а М2 макрофаги се обележавају као „алтернативно 

активирајући“ додатно се деле на три подтипа: а) M2a који има профибротичка својства, 

б) M2b подтип има улогу у регулацији имунског одговора, и в) M2c подтип који има 

интиинфламаторна својства (76). HHcy је потенцијално један од главних узрока 

дисфункције макрофага, а како су макрофаги кључни у резолуцији запаљенске реакције, 

њихова дисфункција има за последицу некрозу и већу склерозу. У складу са наведеном 

чињеницом показано је да HHcy поред тога што повећава концентрацију 

проинфламаторних цитокина (TNF-α, IL-1), повећава и акумулацију моноцита у 

васкуларном зиду и њихову диференцијацију, што за последицу има убрзавање 

атеросклерозе. Резултати који показују да антиоксиданси бар делимично поништавају ове 

ефекте HHcy наводе на закључак да оксидациони стрес индукован Hcy има централно 
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место и у поремећају функције макрофага (77). Макрофаги су ћелије које синтетишу 

водоник-сулфид (H2S), један од гасних трансмитера који има већи број протективних 

функција, док Hcy смањује продукцију H2S (78). Поред продукције инфламаторних 

цитокина и формирања пенастих ћелија макрофаги продукују матриксне 

металопротеиназе (ММР) током атерогенезе, а Hcy утиче на активност неколико ММР. 

Hcy активира MMP-2, а индукује и поспешује продукцију MMP-9 посредством 

MAPK/ERK сигналног пута, при чему су и MMP-2 и MMP-9 укључене у патогенезу КВБ 

(79, 80). Резултати већег броја истраживања указују на повезаност пре свега MMP-9 са 

артеријском хипертензијом, нестабилном ангином пекторис и акутним инфарктом 

миокарда (81, 82). Такође, пластичност макрофага (прелазак М1 у М2 и обрнуто) је од 

кључног значаја у ограничавању прогресије атеросклеротског плака и излазак макрофага 

из лезије у одговарајуће време. У случају HHcy пластичност макрофага се ремети у корист 

проинфламаторних М1 макрофага, чиме се фаворизује запаљенска реакција и промовише 

ширење атеросклеротске лезије (83). 

 HHcy је такође повезана са повећањем ризика за настајање венске тромбозе 

имајући у виду чињеницу да Hcy промовише адхезију тромбоцита за ендотелне ћелије, а 

такође повећава продукцију протромботичких фактора попут β-тромбоглобулина, ткивног 

активатора плазминогена и фактора VIIc (51, 84). 

 

1.1.6 ПРОТЕКТИВНИ ФАКТОРИ И ТЕРАПИЈСКЕ ОПЦИЈЕ У 

ХИПЕРХОМОЦИСТЕИНЕМИЈИ 

 

У претходном тексту је већ наведено да HDL има антиатерогена својства, имајући у виду 

да HDL везује холестерол у периферним ткивима, смањује синтезу LDL-а а самим тим и 

ОхLDL-а. Антиатерогена својства HDL-а су, међутим, махом везана за ензим 

параоксоназу (PON) која је везана за HDL и испољава већи број протективних функција. 

Код људи постоје три PON ензима: PON1, PON2 и PON3, који деле око 65% сличности у 

полипептидној структури (85). PON су Са
2+

-зависне естеразе, при чему се PON1 углавном 

секретује у ванћелијски простор, а PON2 и PON3 су доминантно унутарћелијски 

протеини. Можда најочигледнија и најзначајнија протективна функција PON1 је 

спречавање оксидативне модификације LDL-а (настајање ОхLDL-а) а самим тим и 

атеросклеротских лезија (86). Протективни ефекти PON-а су везани и за функцију 
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макрофага, при чему макрофаги екпримирају PON2 и PON3, а није показана експресија 

PON1. Упркос тома, на ћелијској мембрани макрофага постоје рецептори за PON1 на, тако 

да се PON1 на тај начин уноси у унутрашњост ћелије (87, 88). PON1 смањује 

диференцијацију моноцита у макрофаге, највероватније испољавањем снажног 

антиоксидационог дејства, а такође смањује инфламаторни одговор макрофага тако што се 

везује за SR-BI рецепторе за ОхLDL (89). Постоји више претпостављених механизама 

којима PON1 постиже антиоксидациона својства. У макрофагима PON1 смањује 

активност NADPH оксидазе, а у ексрацелуларном простору инхибира мијелопероксидазу 

чиме се смањује оксидациони стрес. Што се тиче метаболизма Hcy, PON1 хидролизује 

Hcy TL и враћа га у Hcy. Имајући у виду да HHcy инхибира дејство PON1, управо током 

HHcy постоји знатно већа могућност за настајање поларизације макрофага и њиховог 

усмеравања ка М1 проинфламаторном облику, настајању пенастих ћелија и поспешивању 

инфламације. 

 Као терапијско оруђе за лечење HHcy употребљивани су различити агенси. 

Највише испитивани терапијски приступ је суплементација витаминима В комплекса, пре 

свега фолном киселином, витамином В12, као и витамином В6, било понаособ било 

комбинованом применом. Постоје различити закључци везано за суплементацију 

витаминима, од навода њиховог протективног дејства до констатација да њихова примена 

нема никакве протективне ефекте у случају HHcy (90, 91). Фолат и витамин В12 су 

неопходни кофактори за одвијање реметилационих процеса, а витамин В6 је кофактор за 

ензиме CBS и CGL у реакцијама транссулфурације (Слика 1). Суплементивну терапију 

витаминима би евентуално требало размотрити као једноставан начин превенције 

настајања компликација HHcy.  

 Поред метил тетрахидрофолата и холин је донор метил групе, који се 

трансформише у бетаин, потом донира метил групу Hcy који се реметилује у метионин, 

при чему настаје диметил глицин (Слика 1). Као што је претходно наведено овај 

метаболички пут је под контолом ензима BHMT и одвија се у јетри и бубрезима. Због 

наведених чињеница циљ неколико истраживања је био испитивање ефеката 

суплементације холином и бетаином, при чему су показани позитивни ефекти ове 

суплементације на вредности Hcy (92-94). Наведене чињенице указују на могућности 
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суплементације бетаином и холином у циљу снижавања вредности Hcy, независно од 

суплементације витаминима В комплекса. 

 У истраживању на пацовима је показано да небиволол, селективни блокатор β1 

рецептора, у великој мери редукује серумске вредности Hcy, чиме се отвара још један 

терапијски прозор (95). 

 У складу са чињеницом да већина нежељених ефеката Hcy произилази из 

индукције оксидационог стреса, логична је примена антиоксиданаса у спречавању 

нежељених ефеката НHcy. Глутатион је најзначајнији енгогени антиоксиданс, по 

структури трипептид (γ-глутамил-цистеинил-глицин) који има кључну улогу у 

континуираном одржавању редокс равнотеже у ћелији и спречавању оксидационог 

оштећења. Поред глутатиона, широко употребљиван антиоксиданс је N-ацетилцистеин, 

који се у последње време најчешће користи у терапији хроничне опструктивне болести 

плућа. Резултати више истраживања показују протективну улогу N-ацетилцистеина у 

случајевима НHcy (96). 

 Имајући у виду да Hcy стимулише ензим HMG-CoA (3-хидрокси-3-метил-

глутарил-CoA) редуктазу, повећавајући синтезу холестерола, што има директно 

проатерогено дејство, оправдана је употреба инхибитора овог ензима (статини) у терапији 

НHcy. Показано је да симвастатин и аторвастатин испољавају протективно и 

антиоксидативно дејство у експерименталном моделу НHcy (97). 

 Унапређивање терапијских могућности за лечење НHcy представља примат 

имајући у виду број патолошких ентитета повезаних са овим поремећајем, као и величину 

популације коју захватају, самим тим и њихов социомедицински значај.  
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1.2 ОКСИДАЦИОНИ СТРЕС 

 

Данас се о слободним радикалима и антиоксидансима углавном говори у светлу употребе 

антиоксиданаса у циљу спречавања развоја различитих болести, међутим продукција 

слободних радикала и антиоксидациони системи перзистирају током читавог живота. 

Нису сви слободни радикали нужно „лоши“, нити су сви антиоксиданси увек „добри“, 

односно током живота се тежи успостављању равнотеже између продукције слободних 

радикала и њихове елиминације антиоксидационим системима у циљу омогућавања 

њиховог пожељног биолошког деловања и спречавања оштећења. 

 Оксидациони стрес настаје услед поремећаја у редокс равнотежи при чему је 

продукција прооксидационих молекула, пре свега реактивних врста кисеоника (енгл. 

Reactive Oxygen Species - ROS) и азот моноксида (NO), већа од њихове елиминације. Иако 

су ROS и NO физиолошки чиници метаболичких процеса, њихова прекомерна продукција 

може бити главни чинилац патогенезе великог броја обољења.  

 

1.2.1 СЛОБОДНИ РАДИКАЛИ И ОКСИДАЦИОНИ СТРЕС 

 

Реактивна врста је појам којим се означавају и слободни радикали и нерадикалска 

једињења, попут водоник пероксида (Н2О2) и пероксинитрита (ONOO
-
). Наиме, и Н2О2 и 

ONOO
-
, немају неспарене електроне у последњој орбитали, али се понашају слично 

слободним радикалима и учествују у оксидо-редукционим процесима у организму. 

Међутим, слободни радикали ипак представљају главни облик слободних врста, а у 

зависности од атома који је у активном центру, реактивне врсте се деле у неколико група: 

слободне врсте кисеоника (ROS), реактивне врсте азота (reactive nitrogen species - RNS), 

реактивне врсте угљеника (reactive carbon species - RCS) и реактивне врсте сумпора 

(reactive sulfur species - RSS) (Табела 1). 

 Слободни радикали су молекули, атоми или јони који имају неспарен електрон, и 

услед тежње да спаре такве електроне понашају се као оксиданси, што представља основу 

њихове реактивности (Слика 5). У реакцијама са слободним радикалима биомолекули 

бивају оксидовани, односно одузима им се један елекрон из последње орбитале, због чега 

они постају „секундарни“ слободни радикали, који делују на наредни биомолекул и 
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одузимају му електрон, и на тај начин настаје просторно и временско ширење 

оксидационог стреса, уз последично оштећење ћелија и ткива.  

 

 

 

 

 

 

 

Слика 5. Схематски приказ деловања слободних радикала. 

Најједноставнији пример слободног радикала је атом водоника, пошто има само један 

електрон он не може бити спарен. Слободни радикали настају на више начина: додавањем 

једног електрона нерадикалским једињењима, кидањем ковалентне везе када по један 

електрон остаје на атомима који су образовали ковалентну везу (хомолитичка фисија) (98). 

Пример хомолитичке фисије је, на пример, кидање везе између атома кисеоника у 

молекулу Н2О2, при чему настају два хидроксил радикала: 

HOOH  

OH + 


OH 

 Постоји велики број врста слободних радикала, међутим свакако су слободни 

радикали кисеоника најзначајнији, имајући у виду да је молекул кисеоника заправо 

слободни радикал јер садржи два неспарена електрона (због тога би требало да се пише 

као 

O2) (99). Поменута два електрона у молекулу кисеоника имају исти спин, због чега је 

то најстабилнији облик у коме кисеоник постоји у ваздуху, међутим и поред тога, 

термодинамички гледано, кисеоник је снажан оксидујући агенс. Наведена чињеница 

практично значи да уколико би O2 оксидовао неки други молекул или атом морао би да 

преузме два електрона истог спина, а супротног у односу на кисеоник. Пошто у природи 

нема молекула или атома који би задовољио овај критеријум, кисеоник је у стању да 

прихвати један по један електрон у споријим реакцијама са нерадикалским облицима (98).  

 

 

 

Слободни 
радикал Биомолекул 

+ + 

„Секундарни“ 

слободни 

радикал 
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Табела 1. Реактивне врсте. 

 СЛОБОДНИ РАДИКАЛИ НЕРАДИКАЛСКИ ОБЛИЦИ 

ROS 

Супероксид анјон радикал – O2
-

 

Хидроксил радикал – 

OH 

Пероксил радикал – ROO

 

Алкоксил радикал – RO

 

Хидропероксил радикал – 

OOH 

Водоник пероксид – H2O2 

Хипохлорна киселина – HOCl 

Озон – O3 

Синглет кисеоник – 
1
O2 

RNS 

Азот моноксид радикал – NO

 

Азот диоксид радикал – NO2

 

Азот диоксид анјон – NO2
- 

Азот триоксид – N2O3 

Нитронијум јон – NO2
+
 

Пероксинитрит – ONOO
-
 

Алкил пероксинитрит – ROONO 

Нитроксил анјон – NO
-
 

Нитрозил катјон – NO
+
 

Нитрил хлорид – NO2Cl 

RCS 

Алкил радикал – R

 

Алкоксил радикал – RO

 

Пероксил радикал – ROO

 

RSS 

Тиол радикал – RS

 

Глутатиол радикал – GS

 

Диглутатион-дисулфид анјон радикал – GSSG

 

 

1.2.2 СИНГЛЕТ КИСЕОНИК (
1
О2) 

 

Реактивнији облик молекулског кисеоника је синглет кисеоник (
1
О2), који настаје 

додавањем енергије молекулском кисонику и која је довољна да реорганизује електроне у 

последњој орбитали. Постоје два облика 
1
О2, 

1
g

+
 и 

1
g, при чему 

1
g

+
 облик има два 

неспарена електрона супротних спинова, док 
1
g није реактивна врста јер у последњој 

орбитали има два спарена електрона. У биолошким системима 
1
g

+
 облик 

1
О2 врло брзо 

прелази у 
1
g, међутим постоје стања када могу да настану оштећења ћелијских структура 

пре него што настане стабилно 
1
g стање. Код биљака 

1
О2 настаје у хлоропластима током 

излагања сунчевој светлости, а код људи настаје у кожи и мрежњачи, такође током 

излагања сунчевој светлости. Наиме ултраљубичасти зраци сунчеве светлости предају 

довољно енергије молекулском кисеонику да га преведу у 
1
О2 (100). Фотосензитизери, 

материје које се уносе исхраном (на пример, псоралени из целера или флуорохинолони), 
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могу да потенцирају превођење молекулског кисеоника у па 
1
О2 тако да упркос брзом 

превођењу 
1
g

+
 у 

1
g облик ипак настане оштећење ткива (101, 102). 

 

1.2.3 СУПЕРОКСИД АНЈОН РАДИКАЛ (О2
-

) 

 

Уколико се молекулском кисеонику, који садржи два неспарена електрона, дода један 

електрон, настаје супероксид анјон радикал (О2
-

), који је упркос свом називу („супер“), 

ипак мање радикал у односу на молекулски кисеоник (103).  

О2 + е
-
  О2

-
 

Додавањем још једног електрона, настаје пероксидни јон, који уз два атома водоника даје 

водоник пероксид. 

О2
-

 + е
-
 + 2Н

+
  Н2О2 

Везивање другог електрона слаби везу између кисоникових атома, а додавање трећег 

електрона у потпуности раскида ову везу, причему настаје хидроксил радикал и молекул 

воде. 

Н2О2 + е
-
 + Н

+
  


ОН + Н2О 

Додавање још једног, четвртог електрона резултује наградњом још једног молекула воде. 


ОН + е

-
 + Н

+
  Н2О 

Око 95% унетог кисеоника се у митохондријама редукује до воде деловањем ензима 

цитохром оксидазе (104). Цитохром оксидаза преузима по један електрон од редукованих 

цитохром с молекула (Fe
2+

), оксидујући их у феро облик, а електроне предаје кисеонику 

при чему настаје вода према претходно наведеним реакцијама. Цитохром с је сложен 

комплекс који се састоји од више протеина, пре свега због потребе да катализује више 

различитих реакција истовремено, а такође и због чињенице да мора да задржи више 

токсичних облика слободних радикала како не би дошли у окружење где могу да изазову 

оштећење. 

 Синтеза О2
-

 није нужно увек повезана са патолошким стањима, штавише постоје 

ситуације када је повећана синтеза О2
-

 изузетно пожељна, као што је случај у 

активираним макрофагима (105). Код особа са грануломатозним обољењима, где постоји 

урођени поремећај синтезе О2
-

 у фагоцитима, постоји повећан ризик за настајање 

бактеријских и гљивичних инфекција, које су углавном примарни узрок смрти код ових 
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особа и која врло често наступа пре десете године старости (106). У фагоцотима се синтеза 

О2
-

 одвија деловањем ензима NADPH оксидазе, мембранског ензима који катализује 

редукцију молекулског кисеоника уз потрошњу једног NADPH (107). 

2О2 + NADPH  2О2
-

 + NADP
+
 + H

+
 

 

1.2.4 ВОДОНИК ПЕРОКСИД (Н2О2) 

 

Као што је претходно наведено, додавањем два електрона молекулском кисеонику настаје 

пероксидни јон (О2
2-

) који се при физиолошким рН вредностима врло брзо протонује при 

чему настаје водоник пероксид (Н2О2). Н2О2 има врло важну улогу као сигнални молекул, 

чији значај није мањи од Са
2+

 или АТР. Брзо дифундује кроз ћелије и ткива и непосредно 

иницира непосредене ћелијске ефекте попут промене облика ћелије, диференцијације или 

активације имунских ћелија (108, 109). 

 Н2О2 настаје као производ великог броја реакција у којима се врши трансфер једног 

или два електрона. Главни ензимски „произвођачи“ Н2О2 су NADPH оксидазе и 

респираторни ланац митохондрија, као и већи број других оксидаза (више од 30 ензима у 

ћелији продукује Н2О2) (110, 111). Разградања насталог Н2О2 се одвија деловањем више 

ензима, пре свега каталаза, пероксидаза и пероксиредоксина. Реакције које катализују 

каталазе и пероксидазе су реакције дисмутације у којима се из Н2О2 добија молекулски 

кисеоник и вода (112). 

2Н2О2  О2 + 2Н2О 

Водоник пероксид користе као супстрат поједини ензими, попут мијелопероксидаза, у 

продукцији знатно токсичније реактивне врсте, хидроксил радикала (

OH). 

Fe
2+

 + H2O2  Fe(III) + 

OH + OH

-
 

Претходно наведена реакција се назива Фентонова реакција, према аутору који је први 

описао 1876. године. Фентонова реакција се одвија у биолошким системима in vivo, али у 

изузетно контролисаним условима, јер је доступност и Fe
2+

 и H2O2 у физиолошком стању 

врло ограничена (99). 
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1.2.5 АЗОТ МОНОКСИД (NO) И ПЕРОКСИНИТРИТ (ONOO
-
) 

 

Азот моноксид (NO) има кључну улогу у регулацији низа физиолошких процеса, пре свега 

везано за кардиоваскуларни систем. NO, претходно назван „ендотелни фактор 

релаксације“ (енгл. Endothelial Derived Relaxing Factor - EDRF), континуирано синтетише 

ензим азот моноксид синтаза (NOS), која постоји у три изоформе, ендотелна (eNOS), 

неурална (nNOS) и индуцибилна (iNOS), при чему су прва два изоензима конститутивни и 

Са
2+

 зависни. NO продукован у ендотелним ћелијама из L-аргинина и кисеоника, при чему 

настају NO и L-цитрулин, има кључну улогу у регулацији васкуларне реактивности (113, 

114). NO је снажан вазодилататор са низом протективних својстава, попут инхибиције 

агрегације тромбоцита, супресије адхезије леукоцита и моноцита за ендотелне ћелије, 

инхибиције пролиферације глатких васкуларних мишићних ћелија и спречавања 

васкуларне инфламације (115). Нисходни ефекти NO су делимично повезани са његовим 

везивањем за солубилну гуанилил циклазу и индукцијом синтезе цикличног гуанозин 

монофосфата (cGMP) и активације cGMP-зависних протеин киназа (116). NO такође 

делује и путем више механизама који нису повезани са cGMP. 

 Као што је претходно наведено eNOS и nNOS су калцијум-зависни ензими са 

ниском стопом продукције NO, међутим то није случај са iNOS која није Са
2+

 зависна, већ 

је индукују цитокини у имунским реакцијама. Такође, у одређеним ситуацијама eNOS 

продукује знатну количину О2
-

 уместо NO. У стањима када је повишена продукција NO и 

О2
-

 врло често се образује врло реактивна врста, пероксинитрит (ONOO
-
).  

NO + О2
-

  ONOO
-
 

За разлику од NO и О2
-

 чија токсичност није толико велика, пре свега захваљујући 

заштитним антиоксидационим механизмима којима се неутралишу, ONOO
-
 је снажан 

оксиданс који реагује са готово свим биолошким молекулима (липиди, протеини, ДНК). 

ONOO
-
 изазива нитрозацију липида и протеина, што је практично примарни механизам 

оштећења ћелија. Што се тиче оштећења протеина, ONOO
-
 може да узрокује нитрозацију 

тиола и амина, као и нитрацију тирозина и триптофана, тако да се одређивање 

нитротирозина врло често користи као мера нитрозативног оштећења. Оштећења изазвана 

ONOO
-
 су углавном иреверзибилна и следствено узрокују смрт ћелије. Такође, ONOO

-
 

делује на функцију митохондрија, што за последицу има индукцију апоптозе или некрозе. 
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Редукцију пероксинитрита катализују пероксидазе укључујући хем/гвожђе, цистеин или 

селеноцистеин, као каталитички центар (117-119). 

 

1.2.6 ЛИПИДНА ПЕРОКСИДАЦИЈА 

 

Липидна пероксидација (ЛП) је најпознатији ланац реакција слободних радикала, у којима 

се врши оксидација липида, пре свега незасићених масних киселина, као и других врста 

липида, при чему се награђују пероксиди ових једињења. Липидна пероксидација настаје 

услед „напада“ слободног радикала, хидроксил радикала (

OH), чија синтеза се одвија у 

складу са претходно описаном Фентоновом реакцијом. Као и све реакције слободних 

радикала и ЛП може да се подели у више фаза (120): 

1) Иницијација – У овој фази слободни радикал реагује са масном киселином при 

чему настаје алкил радикал – радикал масних киселина. Најчешћи иницијатори ЛП 

су 

OH, пероксил радикал, алкокцил радикал или алкил радикал, као и озон, сумпор 

диоксид или азот диоксид. 

RH + 

OH  R


 + H2O 

2) Пропагација – Нестабилни радикали масних киселина реагују са молекулским 

кисеоником, при чему настају пероксиди. Настали пероксиди су такође нестабилни, 

реагују са другим молекулима масних киселина при чему настају други радикали 

масних киселина. На овај начин се реакције ЛП шири, пропагира. 

R

 + O2  ROO


 

ROO

 + RH  ROOH + R


 

3) Терминација – При високим концентрацијама слободних радикала настају њихове 

међусобне реакције, чиме се процес ЛП завршава.  

R

 + R


  RR 

ROO

 + ROO


  RO + ROH + O2 

R

 + ROO


  RO + ROH 

Мембрански фосфолипиди и триглицериди су примарне мете за деловање слободних 

радикала и настајање липидних радикала. Неензимско уклањање слободних радикала 

током фазе терминације (Hock cleavage) има за последицу стварање групе алдехида 

различите дужине угљеничних ланаца, као и фосфолипида и триглицерида са скраћеним 
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угљеничним ланцима, чиме се драстично утиче на пропустљивост мембрана (121). 

Свеукупно гледано, последице ЛП су двоструке: стварање α,β полинезасићених липидних 

алдехида и последичне промене организације и структуре ћелијске мембране (122). 

 Продукција α,β полинезасићених липидних алдехида зависи од врста ω3 и ω6 

полинезасићених масних киселина (енгл. Polyunsaturated Fatty Acids - PUFA) на које 

делује 

OН, па тако најчешће настају 4-хидрокси нонеал, 4-хидрокси хексенал, 

малондиалдехид и акролеин. Велики број истраживања указује на повезаност између ЛП и 

старења и обољења. Као што је наведено у претходном тексту, ЛП мења пропустљивост и 

флуидност ћелијских мембрана, што за последицу има промену активности ензимских 

комплекса који су везани за мембрану. Резултати недавно спроведених истраживања 

указују на чињеницу да је бифосфатидил глицерол фосфолипид (кардиолипин), који се 

налази на унутрашњој митохондријској мембрани, изузетно осетљив на ЛП, при чему 

настају различити хидропероксиди. Кардиолипин, који за разлику од осталих 

фосфолипида, садржи три молекула глицерола и четири ланца масних киселина, има 

кључну улогу у одржавању структуре криста митохондрија и стабилизацији 

митохондријских транспортних комплекса (123, 124). Наведене промене резултују у 

променама садржаја АТР у ћелији, што последично утиче на све транспортне системе у 

ћелији. Све наведене промене битно ремете и мењају свеукупну фунцију ћелије и посебно 

су важне у регулацији унутрашњег апоптотског пута. 

 Оксидовани фосфолипиди имају улоге у развоју великог броја различитих 

хроничних болести, јер настали алдехиди имају цитотоксична, мутагена и канцерогена 

својства. Као последица ЛП настају и деривати арахидонске киселине, еикосаноиди 

укључујући леукотријене, простагландине и тромбоксан, који имају кључну улогу у 

регулацији имунских и инфламаторних функција (125). Међутим, поред наведених 

штетних ефеката продуката ЛП, на основу резултата појединих истраживања може да се 

наслуте и њихова евентуална протективна својства попут активације антиоксидационих 

гена и инхибиција инфламаторних путева (126). 
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1.2.7 АНТИОКСИДАЦИОНИ ЗАШТИТНИ МЕХАНИЗМИ 

 

Улога антиоксиданаса је неутрализација слободних радикала и спречавање оксидационих 

реакција. Постоји више различитих подела антиоксиданаса, међутим најчешће се деле на: 

1) ензимске антиоксидансе, где се убрајају супероксид дисмутаза (SOD), каталаза (CAT), 

глутатион пероксидаза (GPx) и глутатион редуктаза, које су део глутатионског 

антиоксидационог система, и тиоредоксински систем (Trx), 2) хидрофилне антиоксидансе 

као што су урати, аскорбинска киселина, глутатион и флавоноиди, и 3) липофилне 

антиоксидансе, попут каротеноида и токоферола (127). Такође, антиоксиданси могу да се 

поделе и на оне који се синтетишу ендогено, где спадају антиоксидациони ензими и 

глутатион, и егзогене антиоксидансе који се уносе исхраном попут каротеноида, 

флавоноида, витамина и минерала. 

 

1.2.7.1 Супероксид дисмутаза (SOD) 

 

Супероксид дисмутаза (SOD) катализује разлагање супероксид анјон радикала (О2
-

) до 

молекулског кисеоника и Н2О2. 

2О2
-

 + 2Н
+
  О2 + Н2О2 

И поред чињенице да је и некатализована реакција дисмутације јако брза, SOD је убрзава 

око 10000 пута, због чега су вредности О2
-

 у ткивима знатно ниже него што би биле да 

изостане дејство SOD. У еукариотским ћелијама постоје два облика SOD: 1) SOD која 

садржи бакар (Cu
2+

) и цинк (Zn
2+

), при чему је Cu
2+

 редукциони центар, а Zn
2+

 структурни 

елемент, и 2) SOD која садржи Mn
2+

, који има улогу редукционог центра. Постоји и 

изоензим SOD који садржи Fe
2+

, али овај изоензим се налази само код прокариотских 

ћелија. Cu
2+

/Zn
2+

 SOD се налази у цитоплазми, а Mn
2+

 SOD се налази у митохондријама. 

Активност Cu
2+

/Zn
2+

 SOD се не мења под дејством оксидационог стреса, док је Mn
2+

 SOD 

индуцибилна форма чија се активност повећава у условима повећане продукције 

слободних радикала. Ген за Cu
2+

/Zn
2+

 SOD се налази на хромозому 4p15.1–15.3, док се ген 

за Mn
2+

 SOD налази на хромозому 6q25 (128).  

 Значај Cu
2+

/Zn
2+

 SOD се огледа у чињеници да особе код којих постоји мутација 

гена за овај изоензим развијају амиотрофичку латералну склерозу, фатално неуролошко 

обољење моторних неурона (129). Код оболелих од амиотрофичке латералне склерозе 
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развија се дегенерација моторних неурона у церебралном кортексу и кичменој мождини 

због чега наступа прогредирајућа мишићна слабост, која се најчешће фатално завршава 

услед пнеумоније индуковане инсуфицијенцијом респираторних мишића. Са друге стране, 

показано је да супституција валина аланином у молекулу Mn
2+

 SOD повећава њену 

активност у митохондријама чиме се знатно смањује ризик за настајање коронарне 

болести срца и акутног инфаркта миокарда (130). Супротно томе, особе које су имале 

варијанту Mn
2+

 SOD која садржи валин су имале већи ризик за настајање коронарне 

болести срца и акутног инфаркта миокарда (131). 

 Наведено је постојење и ванћелијског облика SOD (ЕС-SOD), који је важан за 

матрикс и екстрацелуларне протеогликане. Ген за ЕС-SOD се налази на хромозому 

21q22.11., а студије су показале да се активност овог ензима смањује са старењем, такође 

да је активност ЕС-SOD смањена код особа са хипертензијом, вазоспастичном ангином, 

анеуризмом торакалне аорте и калцификованом стенозом аорте. Такође, серумске 

вредности SOD су биле значајно ниже код особа оболелих од дијабетеса тип 2 (132). 

 

1.2.7.2 Каталаза (САТ) 

 

Н2О2 који настаје дисмутацијом О2
-

 или деловањем других оксидаза разлаже се 

деловањем два ензимска ситема: каталазом (САТ) или глутатион-зависним 

антиоксидационим системом. Молекул САТ је по стуктури тетрамер који се састоји из 

четири идентичне субјединице. Сматрало се да се САТ активира само при високим 

концентрацијама Н2О2, што у принципу није тачно, јер молекул САТ садржи везивно 

место за NADPH, и када је NADPH везан активност САТ је приближна активности 

глутатионског система. Претходно наведена чињеница практично значи да САТ разложи 

око 50% Н2О2 у ћелији до кисеоника и воде (133). 

2Н2О2  О2 + 2Н2О 

Ген за САТ се налази на хромозому 11p13, а показано је да недостатак САТ доприноси 

настајању дијабетеса тип 2 (134). У стањима оксидационог стреса настаје модификација 

цистеина у цистеинску киселину, што узрокује тирозил нитрацију САТ и последично 

смањење њене активности. Такође показано је да на активност САТ може да утиче 

старост, физичка активност и велики број хемијских једињења.  
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1.2.7.3 Глутатионски антиоксидациони систем 

 

Синтеза глутатиона је блиско повезана са претходно описаним метаболизмом метионина и 

хомоцистеина. Наиме, током трансулфурационог циклуса се из Hcy синтетише цистеин, 

што представља један од ограничавајућих корака у синтези глутатиона (Слика 1). 

Деловањем ензима γ-глутамилцистеин синтетазе од цистеина и глутамата награђује се γ-

глутамилцистеин (135). У наредном кораку, под ензимским деловањем глутатион 

синтетазе на карбокси-терминални крај γ-глутамилцистеина додаје се глицин, при чему 

настаје глутатион (GSH), један од главних ендогених антиоксиданаса. Поред глутатиона, 

глутатионски антиоксидациони систем садржи и два ензима, глутатион пероксидазу (GPx) 

и глутатион редуктазу (GR), a током функционисања система глутатион се трансформише 

из редукованог у оксидовани облик и обрнуто. 

2GSH + Н2О2                    GSSG + 2H2O 

GSSG + NADPH + H
+
                    2GSH + NADP

+
 

 Као и други ензими који катализују интерконверзију сулфхидрилних група и 

дисулфида, GR садржи флавин аденин динуклеотид (FAD) као кофактор. Што се тиче 

GPx, практично постоји група филогенетски сличних ензима, која се састоји из три 

еволутивне подгрупе: GPx1/GPx2, GPx3/GPx5/GPx6 и GPx4/GPx7/GPx8 (136). GPx при 

разградњи Н2О2 користи GSH као редукујући кофактор, а поред Н2О2 GPx могу да 

катализују и разградњу ONOO
-
. Различите изоформе GPx испољавају аниоксидациона 

својства у различитим деловима ћелије, па се тако GPx1 налази искључиво у цитоплазми и 

митохондријама, GPx2 у цитоплазми и једру, GPx3 у плазми, док је GPx4 везана за 

мембране и штити их од липидне пероксидације (137). GPx1 је убиквитарни ензим чији 

недостатак се доводи у везу са ендотелном дисфункцијом, срчаном слабошћу, 

поремећајем структуре васкуларног зида и миокарда (138). Оно што је карактеристично за 

све изоензиме GPx је да садрже селен, односно аминокиселину селеноцистеин, која се 

уграђује у полипептидни ланац помоћу специфичне тРНК, која се првобитно синтетише 

као тРНК за серин, али након низа измена трансформише се у тРНК за селеноцистеин. 

Аминокиселина селеноцистеин је кодирана триплетом нуклотида UGA, који је један од 

такозваних стоп кодона, али у случају GPx кодира селеноцистеин (139). Антиоксидациона 

својства селена се заснивају управо на његовом уграђивању у GPx. Недовољан унос 

GPx 

GR 
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селена се манифестује кардиомиопатијом, која је делимично изазвана оксидационим 

оштећењем услед поремећене функције GPx, али такође и других ензима које садрже 

селен. Интересантна је чињеница да HHcy узрокује васкуларни оксидациони стрес и 

атеротромбозу супримирањем активности GPx1, чији ген се налази на хромозому 3p21.3 

(140). Поред чињенице да је атеросклероза мултифакторска болест, поремећај активности 

GPx3, као главног ванћелијског облика GPx, представља један од круцијалних фактора за 

настанак атеросклерозе. Важна улога GPx3 се огледа у хомеостази синтезе NO од стране 

ендотелних ћелија и тромбоцита. Недостатак GPx3 се повезује са смањењем доступности 

NO и хиперактивношћу тромбоцита, чиме се знатно повећава ризик за настајање тромбозе 

(141). Показано је и да на активност GPx3 утиче антиоксидациони одговор који индукује 

PPAR (енгл. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), чиме се сугерише улога овог 

селеноензима у регулацији ванћелијског оксидационог стреса који има улогу патогенези 

инсулинске резистенције, и последично дијабетеса тип 2. 

 Повећана експресија GPx4 смањује оксидацију фосфолипида, количину 

хидропероксида холестерола и проинфламаторних липидних пероксида који настају 

деловањем ензима липидне пероксидазе и циклооксигеназе (142, 143). 

 

1.2.7.4 Aнтиоксидациони систем тиоредоксина 

 

Тиоредоксин (Trx) антиоксидациони систем је ендогени антиоксидациони систем од 

кључног значаја за регулацију телесне редокс хомеостазе, а састоји се од NADPH, 

тиоредоксин редуктазе (TrxR) и Trx. Наиме, TrxR користи NADPH, редукује 

оксидованиTrx, који потом користе други ензими као кофактор реакцијама размене 

дитиол-дисулфида, и ово је један од кључних механизама који су укључени у одржавање 

редукованог стања у ћелији, пре свега очувањем цистеинских група у редукованом стању 

(144). Trx антиоксидациони систем има улогу у репарацији оксидационог оштећења ДНК 

и протеина редуковањем ензима рибонуклеотид редуктазе и метионин сулфоксид 

редуктазе. TrxR су димерни ензими који садрже FAD и који катализују NADPH-зависну 

редукцију дисулфида у активном месту оксидованог Trx (Trx-S2), при чему настаје 

редуковани Trx са две тиолне групе (Trx-(SH)2).  
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 Код сисара постоје три изоензима TrxR: TrxR1, махом заступљена у цитоплазми и 

једру, која редукује у Trx1, TrxR2 која се налази у митохондријама и која редукује Trx2, и 

тиоредоксин-глутатион редуктаза (TrxR3), специфична за тестисе.  

 Резултати истраживања су показали да су TrxR1 и TrxR2 ензими који одржавају 

хомеостазу ћелије у физиолошким условима, не само у стању стреса, тако да је делеција 

било ког од ова два ензима интраутерино летална (145-147). Повећање уноса селена 

индукује повећање експресије гена за TrxR1 и TrxR2, док је у недостатку селена TrxR2 

отпорнији на разградњу. Међутим, није селен једини регулатор експресије и активности 

TrxR, већ могу да делују и други фактори, попут оксидационог стреса и фактора раста. 

Пошто ROS делују као брзи секундарни гласници, такође је брза и модулаторна улога 

Trx/TrxR система. На пример, показано је да Trx/TrxR систем изазива активацију Ras 

протеина, малих G протеина, у кардиомиоцитима оксидацијом тиолних група Ras 

протеина (148). 

 Показано је да већи број патолошких стања утиче на Trx/TrxR систем, тако да 

постоји могућност да деловање на овај систем буде један од терапијских приступа. Један 

од примера је и HIV инфекција. Наиме, код Т лимфоцита инфицираних HIV смањена је 

експресија TrxR1 (149). Са друге стране, код агресивних карцинома, меланома, 

тиреоидних карцинома, карцинома дојке, простате и колона постоји прекомерна 

експресија Trx1 и TrxR1, имајући у виду да тумори опстају у стресогеном окружењу и 

ослањају се на Trx/TrxR систем као заштиту од промене редокс сигнализације (150, 151). 

 

1.2.7.5 Антиоксиданси мале молекулске масе 

 

Више молекула са малом молекулском масом испољавају антиоксидациона својства, 

попут каротеноида, билирубина и мокраћне киселине. У назначајније се свакако убрајају 

два витамина, аскорбинска киселина (витамин С) и α-токоферол (витамин Е). 

Аскорбинска киселина је хидросолубилно једињење које реагује са слободним радикалима 

које настају у воденом окружењу при чему настаје нешкодљиво једињење аскорбат 

семиквинон (152). Настали молекул семиквинона се разлаже реакцијом дисмутације у 

којој од два молекула семиквинона настаје један молекул аскорбата и дехидроаскорбата. 
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Дехидроаскорбат се потом редукује до аскорбата деловањем ензима дехидроаскорбат 

редуктазе (153).  

 α-токоферол је липофилно једињење које представља главни антиоксиданс 

ћелијских мембрана. Реагује са слободним радикалима при чему настаје стабилно 

једињење токоферол-семиквинон, које се поново редукује деловањем аскорбинске 

киселине (154).  

 Један од молекула који поседује посебна антиоксидативна својства је таурин, 

аминокиселина која садржи сумпор. Таурин реагује са слободним радикалима који се 

ослобађају из фагоцита током атака на патогене (хипохлораста киселина), међутим ови 

слободни радикали због велике реактивности могу у великој мери да оштете и друге 

структуре. У овим реакцијама настају једињања чија реактивност је знатно нижа, услед 

чега су практично безопасна (155). 

 

1.2.8 КАРДИОВАСКУЛАРНИ СИСТЕМ, ОКСИДАЦИОНИ СТРЕС И 

ХОМОЦИСТЕИН 

 

Као што је претходно наведено, повишене вредности Нсу представљају ризик за настајање 

великог броја обољења и патолошких стања, при чему је најбоље испитан утицај Нсу на 

кардиоваскуларни систем (156, 157). Токсичност Нсу се, пре свега, заснива на 

хомоцистеинилацији протеина и последичној модификацији њихове структуре и 

функције. Хомоцистеинилација је посттранслациона модификација протеина која је 

директно сразмерна концентрацији Нсу. Постоје два облика хомоцистеинилације (Слика 

6), S-хомоцистеинилација, када се молекул Нсу тиолном групом везује за другу тиолну 

групу из цистеина у молекулу протеина при чему настаје дисулфидни мост између 

молекула Нсу и протеина, и N-хомоцистеинилација, када се молекул Hcy TL веже амино 

групом за ε-амино групу аминокиселине лизина из полипептидног ланца. На овај начин 

мења се функција великог броја протеина попут албумина, хемоглобина, имуноглобулина, 

LDL, HDL, трансферина, фибриногена, као и Na
+
, K

+
-ATP-азе (47, 158, 159). N-

хомоцистеинилација мења функцију протеина додавањем нових слободних тиолних група, 

као и инактивацијом слободних амино група, мењајући свеукупни редокс потенцијал 

протеина што је праћено повећањем оксидационог стреса (160). Патолошке последице N-
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хомоцистеинилације подразумевају цитотоксичност, која је индукована кроз стрес 

ендоплазматског ретикулума, убрзану разградњу протеина, инактивацију ензима и 

продукцију амилоида. Такође, показано је да N-хомоцистеинилиновани протеини могу да 

делују као неоантигени, фаворизујући имунски одговор који заузима централно место у 

патогенези атеросклерозе, атеротромбозе и последично, можданог удара и инфаркта 

миокарда (161). 

 

Слика 6. Хомоцистеинилација протеина. 

Једна од првих хипотеза везано за токсичност Нсу сугерисала је штетно дејство H2O2 који 

настаје у редокс реакцијама укључујући тиолну групу Нсу. Оксидациони стрес настаје 

оксидацијом слободних тиолних група Нсу које формирају дисулфидне мостове са 

различитим протеинима, пре свега са албуминима, другим нискомолекулским тиолима 

плазме или другим молекулима Нсу. Индукцијом оксидационог стреса, Нсу ствара велики 

број других слободних радикала, попут хидроксил радикала, који везују електроне из 

других молекула, липида, протеина, нуклеинских киселина, чиме се изазива ендотелна 

дисфункција и оштећење васкуларног зида, а крајњи резултат је атеросклероза и 

атеротромбоза. Аутооксидацијом метаболита Нсу накупља се H2O2, чиме се ствара снажно 

прооксидационо окружење. За сада је предложено неколико потенцијалних механизама 

којима Нсу индукује оксидациони стрес: 1) аутооксидација Нсу, 2) инхибиција 
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антиоксидационих ензима у ћелији, 3) уклањање екстрацелуларне SOD са површине 

ендотела, 4) активација NADPH оксидаза, и 5) повећано стварање О2
-

 од стране NOS (162, 

163). 

 Као што је наведено у претходном тексту, Нсу је препознат као независни фактор 

ризика за настајање кардиоваскуларних болести (КВБ). Процењује се да свако повећање 

вредности Нсу за 2,5 µmol изнад граничне вредности (15 µmol/l) повећава ризик за 

настајање КВБ за 10% (164). Штавише показано је да повећање вредности Нсу изнад 20 

µmol/l деветостуко повећава ризик од настајања инфаркта миокарда и можданог удара у 

односу на вредности Нсу испод 9 µmol/l (165). И поред свега, кључно питање које се тиче 

ННсу и патогенезе КВБ је да ли је ННсу директни и непосредни узрочник КВБ, ризик за 

оштећење или је ННсу маркер који рефлектује поремећаје метаболизма који за последицу 

имају КВБ. Постоји позитивна корелација између инфаркта миокарда, због чега је Нсу 

окарактерисан као холестерол 21-вог века. И поред наведених чињеница, резултати 

клиничких студија које су се бавиле ефектима суплементације витаминима В комплекса 

на смањење вредности Нсу и снижење ризика на настајање КВБ су врло често међусобно 

супротстављени и опречни, тако да не постоји заједнички став или препорука о 

суплементацији витаминима В комплекса у популацијама са повећаним ризиком за КВБ 

(166-169). У ендотелу коронарних артерија, Нсу смањује функцију тетрахидробиоптерина, 

који је изузетно битан у вазодилатацији у којој посредује NO. Такође, изгледа да утицај 

ННсу на метаболизам фолата, који учествује у одржавању равнотеже у продукцији NO, 

интензивнији у односу на индукцију оксидационог стреса, што говори у прилог чињеници, 

да Нсу није само изазивач ендотелне дисфункције, већ и биомаркер постојећег оштећења 

(170). Постоји могућност да Нсу учествује у патогенези артеријске хипертензије јер је 

показано да Нсу изазива задебљање зидова артерија код прехипертензивних пацијената, а 

са друге стране однос SAM/SAH може да се користи као врло прецизан дијагностички 

маркер атеросклерозе (84, 171, 172).  
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1.3 АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗА И КАРДИОВАСКУЛАРНИ СИСТЕМ 

 

Ацетилхолинестераза (AChE) је ензим који катализује хидролизу ацетилхолина до холина 

и ацетата (Слика 7). 

 

 

 

Слика 7. Дејство ацетилхолинестеразе. 

 

1.3.1 ОСНОВНЕ ОДЛИКЕ АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ 

 

Неуромишићна спојница кичмењака састоји се из три дела: 1) пресинаптички завршетак 

моторног неурона, 2) постсинаптичка мембрана мишићне ћелије, 3) синаптичка пукотина 

и околне глија ћелије. Из пресинаптичког завршетка се ослобађа ацетилхолин (ACh), који 

се везује за одговарајуће никотинске рецепторе на синаптичкој мембрани омогућавајући 

трансмисију сигнала са нервног влакна на мишићну ћелију. Дејство ACh у синаптичкој 

пукотини се брзо окончава деловањем AChE (173). 

 Код кичмењака постоје две врсте холинестераза, AChE и бутилхолинестераза, 

дејство AChE је претходно описано, док је улога бутилхолинестеразе још увек предмет 

истраживања. Постоје три различита облика AChE која потичу од истог гена, али 

посттранлсционом обрадом иРНК (енгл. splicing) сваки од ових облика има различит 
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карбокси-терминални крај. Изоформе AChE се обележавају као: AChE-Т (tail), која је 

истовремено најзаступљенија и главна форма заступљена у мозгу и мишићима, док су 

AChE-H (hydrophobic) и AChE-R (readthrough) варијанте мање заступљене (173). 

 Сви облици AChE, секреторни или везани за мембране, су гликопротеини који се 

синтетишу у гранулираном ендоплазматском ретикулуму а потом подлежу гликозилацији, 

при чему се додају три или четири олигосахарида на аспарагинске аминокиселинске 

остатке (174). Молекули AChE затим подлежу процесима набирања, склапања и контроле 

„квалитета“ пре него буду упућени у Голџијев апарат где се врши додатна обрада и 

паковање у везикуле којима се транспортују до одговарајућег места у ћелији. 

 

1.3.2 АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗА, ХОМОЦИСТЕИН И СРЦЕ 

 

Активност AChE се углавном везује за патолошка стања централног нервног система, пре 

свега за Алцхајмерову деменцију и друге облике деменције. Једна од најуочљивијих 

карактеристика Алцхајмерове болести је губитак холинергичких маркера. Резултати 

појединих истраживања указују да у оквиру патогенезе Алцхајмерове болести постоји 

губитак појединих изоформи AChE услед чега настају промене у односу изоформи AChE 

заступљених у мозгу. Постоји позитивна корелација између експресије амилоида β, 

концентрације AChE и неадекватно гликозилираних AChE код пацијената са 

Алцхајмеровом болешћу (175, 176). У сенилним плаковима, карактеристичним променама 

везаним за Алцхајмерову болест, постоји колокализација амилоида β и AChE, при чему 

AChE промовише накупљање амилоида β и стварање депозита (176). Такође је примећено 

да код особа са HHcy постоји повећан ризик за настајање Алцхајмерове деменције, као и 

да вредности Hcy корелирају са експресијом амилоида β (177). Показано је да HHcy 

индукована хиперметионинском исхраном модулира активност AChE у мозгу 

експерименталних животиња, док је са друге сране примена инхибитора AChE узроковала 

побољшање код експерименталних животиња са Алцхајмеровом болешћу (178). 

 Постоји ограничен број истраживања која се директно баве испитивањем функције 

и улоге AChE у функцији миокарда и васкуларног система. Познато је да миокард садржи 

AChE, и на основу истраживања на срцима експерименталних животиња показано је да је 

AChE дистрибуирана у преткоморама и у коморама (179, 180). Такође, применом 

донепезила, инхибитора AChE, спречен је настанак хипертензије код спонтано-
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хипертензивних пацова (181). Истовремена примена донезапила и лосартана превенирала 

је прогресију срчане инсуфицијенције и повећала дугорочно преживљавање на 

експерименталном моделу хроничне срчане инсуфицијенције (182). Имајући у виду све 

претходно наведене чињенице, значај кардиоваскуларних обољења као социомедицинског 

проблема данашњице, заступљености хиперхомоцистеинемије у популацији и значаја 

хомоцистеина као фактора ризика за настанак кардиоваскуларних болести, као и 

међусобне повезаности хомоцистеина и ацетилхолинестеразе у патогенези обољења 

других органа, од великог интереса је испитивање њиховог патогенетског утицаја у 

развоју кардиоваскуларних болести. 
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ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 
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Општи циљ: 

Циљ ове студије би био да испита функционалне, биохемијске и хистолошке 

промене у кардиоваскуларном систему пацова у условима акутне и субхроничне 

стимулације метионином.  

 

Специфични циљеви: 

 

1. Испитивање ефеката акутне стимулације метионином (акутна хиперметионинемија 

индукована интраперитонеалном апликацијом метионина) на параметре 

оксидативног стреса у плазми код пацова (ензими: каталаза-CAT, глутатион 

пероксидаза-GPx, супероксид дисмутаза-SOD, и индекс липидне пероксидације-

малондиалдехид - MDA). 

2. Испитивање ефеката акутне стимулације метионином (акутна хиперметионинемија 

индукована интраперитонеалном апликацијом метионина) на активност ензима 

ацетилхолинестеразе у ткиву срца пацова. 

3. Испитивање ефеката субхроничне стимулације метионином  (субхронична 

хиперметионинемија индукована интраперитонеалном апликацијом метионина у 

току 3 недеље): а. на промене телесне масе пацова, б. биохемијске параметре у 

серуму пацова (хомоцистеин, фолна киселина, витамина B12, глукоза, 

уреа, креатинин, мокраћна киселина, капацитет за везивање гвожђа, гвожђе,укупни 

протеини, албумин, укупни холестерол, LDL, HDL, триглицериди, електролити, 

трансаминазе, алкална фосфатаза, гама-глутамил трансфераза, амилаза, CRP), ц. 

хемостатске параметре у плазми пацова (фибриногена, Д-димер и вон Вилебранд 

фактор), д. постојање хистоморфолошких промена у срцу и аорти пацова, е. на 

параметре оксидативног стреса у плазми код пацова (ензими: каталаза-CAT, 

глутатион пероксидаза-GPx, супероксид дисмутаза-SOD, и индекс липидне 

пероксидације-малондиалдехид - MDA) на активност ензима ацетилхолинестеразе 

у ткиву срца пацова. 
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4. Испитивање ефеката истовремене субхроничне примене метионина са L-цистеином 

(индуковано интраперитонеалном апликацијом супстанци у току 3 недеље): а. на 

промене телесне масе пацова, б. биохемијске параметре у серуму пацова 

(хомоцистеин, фолна киселина, витамин B12, глукоза, уреа, креатинин, мокраћна 

киселина, капацитет за везивање гвожђа, гвожђе,укупни протеини, албумин, 

укупни холестерол, LDL, HDL, триглицериди, електролити, трансаминазе, алкална 

фосфатаза, гама-глутамил трансфераза, амилаза, CRP), ц. хемостатске параметре у 

плазми пацова (фибриногена, Д-димер и вон Вилебранд фактор), д. постојање 

хистоморфолошких промена у срцу и аорти пацова. 

5. Испитивање ефеката истовремене субхроничне примене метионина са N-ацетил-L-

цистеином (индуковано интраперитонеалном апликацијом супстанци у току 3 

недеље): а. на промене телесне масе пацова, б. биохемијске параметре у серуму 

пацова (хомоцистеин, фолна киселина, витамин B12, глукоза, уреа, креатинин, 

мокраћна киселина, капацитет за везивање гвожђа, гвожђе,укупни протеини, 

албумин, укупни холестерол, LDL, HDL, триглицериди, електролити, 

трансаминазе, алкална фосфатаза, гама-глутамил трансфераза, амилаза, CRP), ц. 

хемостатске параметре у плазми пацова (фибриногена, Д-димер и вон Вилебранд 

фактор), д. постојање хистоморфолошких промена у срцу и аорти пацова. 
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3. MАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

3.1.  МАТЕРИЈАЛ 

 

У овој експерименталној студији употребљене су супстанце и аналитички 

стандарди високе чистоће произвођача Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Немачка. 

 

3.1.1. DL-метионин, L-цистеин и N-ацетил-L-цистеин 

DL-метионин >97% (
13

CH3S
13

CH2
13

CH2
13

CH(
15

NH2)
13

CO2H; MW=155,17; каталошки 

број производа 608106-100MG), L-цистеин >97% (HSCH2CH(NH2)CO2H; MW=121,16; 

каталошки број производа 168149-2.5G) и N-ацетил-L-цистеин >99% 

(HSCH2CH(NHCOCH3)CO2H; MW=116,19; каталошки број производа A7250-5G) од 

произвођача Sigma–Aldrich Chemie GmbH, Немачка. 

3.1.2. Супстанце и реагенси за одређивање биохемијских и  параметара хемостазе и 

оксидационог статуса 

За аналитичко одређивање параметара оксидационог статуса, коришћени су 

комерцијални реагенси pro analysis квалитета произвођача Sigma–Aldrich Chemie GmbH, 

Немачка. За детерминацију малонилдиладехида (MDA): 2-тиобарбитурна киселина (TBA, 

C4H4N2O2S), Mr 144.15; натријум хидроксид (NaOH) Mr 40.00. За рутинске биохемијске 

анализе: пикринска киселина, раствор NaOH, стандард креатинина, HCl и 

трихлорсирћетна киселина (TCA). 

. 

3.2. ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ПРОТОКОЛ 

 

Све експерименталне процедуре су се спроводиле у Лабораторији за 

кардиоваскуларну физиологију Mедицинског факултета у Београду. При 

експерименталном раду су поштованe одредбe прописаних аката (EU Directive for the 

Protection of the Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes 

86/609/ЕЕС) и принципа етичности. Експериментални протокол је одобрен у оквиру 

пројекта ОИ175043 Министарства просвете и науке Републике Србије (којим руководи 

Проф. др Драган Ђурић) и који се заједнички спроводи на Медицинском факултету у 
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Београду и Факултету медицинских наука у Крагујевцу, као и дозвола Етичке комисије за 

заштиту добробити огледних животиња Mедицинског факултета у Београду, Универзитета 

у Београду. Спроведена студија је по дизајну експериментална студија на материјалу 

анималног порекла in vitrо. 

  

3.2.1 Анимални модел 

 

У истраживању са акутном и субхроничном апликацијом DL-метионина 

коришћени су мужјаци пацова соја Wistar аlbino (n=48), почетне телесне масе око 160 g и 

старости 15-20 дана на почетку експеримента (виваријум Војномедицинске академије у 

Београду). Пацови су се чували појединачно у плексиглас-транспарентним кавезима са 

дном обложеним шушком, са храном и водом доступном ad libitum и константним 

амбијенталним условима (температура 21±2 ºC; влажност 55±5 %; циклус светло-тама на 

12 часова са почетком светлог периода у 8:00 часова).  

 

3.2.2. Протокол истраживања 

 

Истраживање је спроведено акутно и субакутно. Акутна серија експеримента 

подразумевала је једнократну примену DL-метионина, док је субхронична серија 

експеримента подразумевала период субхроничне апликације DL-метионина, L-цистеина 

и/или N-ацетил-L-цистеина, самостално или у комбинацији у трајању од 3 недеље, при 

чему су животиње биле подељене у одговарајуће групе са по 8 животиња у појединачним 

групама (укупно 48 животиња). 

У акутној серији експеримента, животиње су биле подељене у две групе: 

1.  контролну групу (0,9% NaCl 0,1-0,2 ml/дан) (n=8) и  

2. групу стимулисану DL-метионином (0,8 mmol/kg/tt/дан) (n=8) (МЕТ група), 

којима се интраперитонеално администриро DL-метионин једнократно.  

 

У субакутној серији екперимента, животиње су биле подељене у четири групе, 

којима се администрирала супстанца према следећој схеми:  

1. контролна група (0,9% NaCl 0,1-0,2 ml/дан) (n=8) (183);  
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2. DL-метионин (0,8 mmol/kg/tt/дан) (n=10) (МЕТ група);  

3. DL-метионин (0,8 mmol/kg/tt/дан) + L-цистеин (7 mg/kg/tt/дан) (n=8)  (L-цис+DL-

мет група);   

4. DL-метионин (0,8 mmol/kg/tt/дан) + N-ацетил-L-цистеин (50 mg/kg/tt/дан) (n=8) ( 

NAC+ DL-мет група).  

Пре почетка, али и током истраживачког периода, све животиње су биле под 

сталним мониторингом при чему се недељно пратила телесна маса сваке животиње. Након 

завршеног акутног (после 60 минута) или субхроничног третмана (22.-ог дана) 

одговарајућим супстанцама, животиње су жртвоване гиљотином за пацове, при чему су се 

узимали узорци крви и ткива срца. Метода подразумева искрвављење животиње кроз 

стаклени левак у одговарајуће вакутајнере (напомена: због опсежне механичке трауме 

познато је да се применом ове методе очекују нешто више вредности одређених 

биохемијских параметара). Након прикупљања узорци крви су 15 мин били на собној 

температури, а затим центрифугирани (15 мин на 3000 обртаја), и потом анализирани 

(плазма или серум). 

 

3.3. БИОХЕМИЈСКЕ АНАЛИЗЕ 

 

3.3.1. Одређивање концентрације глукозе 

Мерење глукозе се заснива на рутинској методи одређивања концентрације глукозе 

из пуне крви апаратом Accu-Chek Performa (Roche., Germany) након дванаесточасовног 

периода гладовања пацова.  

 

3.3.2. Одређивање концентрације урее и креатинина 

Одређивање концентрације креатинина у серуму се заснива на методи по Jaffe-у 

(186). Креатинин са пикринском киселином у алкалној средини даје обојену реакцију, коју 

ствара таутомер креатинин-пикрата. По развоју боје на колориметру очитава се 

абсорбанца на таласној дужини од 490 nm. Концентрација креатинина се израчунава 

формулом: конц. креатинина= (Est/Eur)x0,2x50x10. 

Одређивање концентрације урее у серуму се заснива на методи по Berteloth-у (187). 

Уреа се у присуству уреазе разлаже на амонијак, угљен диоксид и воду. Амонијак у базној 
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средини реагује са фенолом и хипохлоритом при чему настаје индофенол плаве боје, а као 

катализатор се користи натријум нитропрусид. Очитавање абсорбанце се врши помоћу 

зеленог филтера на таласној дужини од 540 nm. 

 

3.3.3. Одређивање концентрације укупног билирубина, аспартат и аланин 

аминотрансферазе (AST и ALT), алкална фосфатаза (ALP), амилазе (Amy), гама-глутарил 

трансферазе (ℽGT), протеина, албумина  и гвожђа 

Одређивање укупне концентрације билирубина у серуму спроведено је 

спектрофотометријском методом. Метода се заснива на реакцији са диазо-реагенсом. 

Концентрације ензима јетре (AST, ALT,  ALP, Amy, ℽGT) су се одређивале 

колориметријским и другим методама. Биосинтетска функција јетре се одређивала 

мерењем концентрације протеина и албумина у серуму спектрофотометријским методама 

(188, 189). 

 

3.3.4. Одређивање укупног холестерола, HDL-холестерола и триглицерида 

Дванаест сати пре узимања крви животињама је ускраћена храна, јер би узимање 

хране непосредно пре узимања крви значајно  променила резултате, јер се након оброка 

значајно повећава концентрација триглицерида. Након центрифугирања крви на 3000 – 

4000 обртаја/минути током 10 минута, издваја се серум. У серуму смо мерили 

концентрацију укупног холестерола, триглицерида, липопротеине високе густине (HDL -

High Density Lipoproteins) који су подељени према саставу тј, густини после 

ултрацентрифугирања (190). 

Холестерол се одређује фотометријском стандардном методом, у којој је реагенс за 

холестерол холестерол-оксидаза која реагује са хромогеном и даје промену боје у 

интензитету који је пропорционалан концентрацији холестерола. Триглицериди и остали 

липотротеини се такође одређују класичном фотометријском методом (190). 

 

3.3.5. Одређивање натријума, калијума, хлора и калцијума 

Одређивање биохемијских параметара у серуму спроведено је индиректном 

потенциометријском методом  (натријум, калијум и хлор) (191). 
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3.4. АНАЛИЗА СПЕЦИФИЧНИХ БИОХЕМИЈСКИХ ПАРАМЕТАРА И МАРКЕРА 

ХЕМОСТАЗЕ 

 

3.4.1. Одређивање C-реактивног протеина, фибриногена, D-димера и Von-Villebrandov-ог 

фактора 

C-реактивни протеин (CRP) је одређиван имунотурбидиметријском методом  

(PETIA), комерцијалним китовима  (Siemens Healthcare Diagnostics Ltd., Frimley, 

Camberley UK) на аутоматском анализатору (Dimension Xpand, Siemens, Germany) (192). 

Фибриноген смо одређивали методом која се заснива на реакцији са амонијум-

сулфатом, који у присуству сулфата и приодређеној вредности pH коагулише у виду 

ситних агрегата који праве замућење па се одређују турбидиметријски (192).  

Као разградни продукт фибрина, одреживали смо D димер и то методом латекс 

аглутинације која даје макроскопски видљиве комплексе (193). 

 

3.4.2. Одређивање хомоцистеина, фолне киселине и витамина B12 

Крв за одређивање хомоцистеина (3 – 4 ml) је сакупљана у епрувете без додатка 

антикоагуланса, у току жртвовања животиња, након чега је центрифугирана како би се 

издвојио серум. Након центрифугирања и сепаратисања, замрзавани су узорци на -20ºC 

унутар једног сата од издвајања серума.  

У узорцима смо одређивали и вредности хомоцистеина методом 

електрохемолуминисценције (ECL-electrochemoluminescence immunoassay system,  ADVIA 

Centaur XP System, Siemens Healthcare GmbH, Erlangen, Germany), при чему је опсег 

референтних вредности Hcy<15μmol/l. Претходно наведеном методом и апаратом 

одређивали смо и витамин B12 и фолну киселину.  

 

3.5. АНАЛИЗА ПАРАМЕТАРА ОКСИДАЦИОНОГ СТРЕСА 

 

3.5.1. Одређивање продуката липидне пероксидације (малондиалдехид, MDA) 

Садржај MDA у плазми се одређује употребом тиобарбитуратног есеја (194). У 500 

µl узорка се додаје 500 µl 25% HCl  и 500 µl 1% тиобарбитурне киселине у 50 mM NaOH. 

Смеша се загрева 10 минута у кључалом воденом купатилу, а затим охлади до собне 

температуре. Затим се 3 ml n-бутанола придодаје за екстракцију и промеша на вортексу у 
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трајању од 30 секунди. Да би се успешно одвојиле фазе узорци се центрифугирају (10 

минута на 2000×g). Садржај малондиалдехида се одређује спектрофотометријски мерењем 

апсорбанце органске фазе (горњи слој) на 532 nm. Слепе пробе садржи 50 mM NaOH 

уместо тиобарбитурне киселине, и припремају се за сваки узорак појединачно. Вредности 

садржаја малондиалдехида се изражавају као nmol MDA/ml плазме, а одређују се на бази 

измерене вредности апсорбанце и моларног апсорпционог коефицијента формираног 

комплекса малондиалдехида и тиобарбитурне киселине.  

Сви параметри оксидативног стреса анализирају се спектрофотометријски (UV/VIS 

UV-2601, Rayleigh, Mainland, China). Све неопходне супстанце су набављене од компаније 

Sigma Chemical Co. (USA), и коришћене су pro analysis квалитета. 

 

3.5.2. Одређивање активности каталазе (CAT) 

Активност каталазе се одређује есејом који прати разградњу H2O2 195). 50 μL 

суспензије плазме се додаје у стаклене (кварцне) епрувете на собној температури, које 

садрже 2,975 ml 50 mM раствора фосфатног пуфера у 0,4 mM EDTA. Ензимска реакција 

започиње додавањем 30 μL 3% H2O2. Редукција апсорбанце настаје као резултат 

разградње ензима H2O2 (регистровањем на 240 nm током 3-5 минута). Активност каталазе 

се изражава као U/ml плазме. Јединица (U) ензимске активности се дефинише као 1 μL 

утрошеног H2O2/мин. 

 

3.5.3. Одређивање активности глутатион пероксидазе (GPx) 

Процедура за мерење активности GPx почиње припремом реакционе смеше, која се 

састоји од: 8,9 ml фосфатног пуфера, pH 7 (50 mM NaH2PO4 + 0, 40 mM EDTA), 50 µl 200 

mM редукованог глутатиона, 1 mg β-NADPH и 100 µl 100 units/ml глутатион редуктазе из 

пекарског квасца (Sacharomyces cerevisiae). 3 ml реакционе смеше и 0,3 ml узорка плазме 

се додају у кварцну стаклену кивету на собној температури. Кивета се ставља у 

спектрофотометар, а затим се започиње ензимска реакција додатком 50 µl 0,042% H2O2 

(A240 = 0,52-0,56). Пад апсорбанце (λ = 340 nm) у интервалима од по 15 секунди за време 4-

5 минута се региструје, све до престанка промене. GPx активност се изражава као 

ΔA/мин/ml плазме (197). 
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3.5.4. Одређивање активности супероксидне дисмутазе (SOD) 

Активност супероксидне дисмутазе (SOD) се одређује према методи Misra и 

Fridovich (197). 10-30 µl суспензије плазме се додаје у 3 ml 0,5 M EDTA-натријум 

карбонатног пуфера (pH 10,2). Ензимска реакција започиње додатком 100 µl адреналина 

(30 mM у 0,1 M HCl). SOD активност се мери на таласној дужини од 480 nm током 4 

минута. Јединица (У) SOD се дефинише као количина ензима која инхибира брзину 

оксидације адреналина за 50%. Ензимска активност се изражава као U/ml плазме. 

 

3.5.5. Анализа активности ензима ацетилхолинестеразе у ткиву срца (AchE) 

Специфична активност ацетилхолинестеразе (AchE) у ткивном хомогенату срца се 

одређивала in vitro спектрофотометријски методом по Ellman-y (198). Метода се базира на 

реакцији промене боје (5, 5-дитио-бис-2-нитробензоеве киселине) са продуктом хидролизе 

тиохолинског супстрата, ацетилхолин јодид тиохолина, да би се наградило једињење 5-

тио-2-нитро-бензоат, жуте боје, чији интензитет је пропорционалан специфичној 

активности AchE. 

 

3.6. ХИСТОЛОШКА И МОРФОМЕТРИЈСКА АНАЛИЗА 

 

За морфолошку, морфометријску и имунохистохемијску анализу је коришћено 

ткиво аорте и срца. Ткиво десцендентне торакалне аорте дужине 3 cm, је подељено на 

сегменте дужине 1 cm. Срце је било оријентисано и исечено на попречне резове дебљине 3 

мм. Ткиво је било фиксирано имерзионим поступком у 4% неутрално пуферисаном 

формалдехиду у току најмање 24 часа. Потом је било дехидратисано алкохолима растућих 

концентрација, просветљавано у ксилолу и калупљено у Парапласту апаратом за 

калупљење (Tissue Tech II Tissue Embedding Center). Сваки калуп је потом пажљиво 

нивелисан и сечен до појаве целе дебљине зида крвног суда или срца. Калупи ткива су 

серијски сечени микротомом (Leica Reinhart Austria i Leica SM 2000 R) на исечке дебљине 

5 µм.  

Исечци аорте су бојени селективним методама за бојење еластичних влакана: 

Weigert van Giesonovim бојењем са резорцин фуксином, Voerhoff van Giesonovim бојењем 
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и бојењем по Pinkusu са киселим орцеином. Наведена бојења омогућавају процену 

атеросклерозе и морфометријску анализу којом се потврђује облик ремоделовања аорте. 

Исечци срца су бојени следећим техникама: хематоксилином и еозином, PTAH 

методом, Massonovim трихромним бојењем, Heidehain Mallory Azan бојењем, Mallory 

бојењем за колагена влакна и Van Giesonovom методом за бојење колагених влакана, као и 

методом за селективно бојење ретикулинских влакана. Наведена бојења омогућила су 

морфолошку анализу промена на срцу, пре свега структуру екстрацелуларног матрикса, 

као и морфометријску анализу и утврђивање трансверзалног пречника кардиомиоцита.  

Парафински калупи ткива претходно припремљени за морфолошку и 

морфометријску анализу биће коришћени за имунохистохемијска бојења. За анализу се 

користио светлосни микроскоп Olympus BX41 sa Olympus C5060-ADU “wide zoom” 

камером. Морфометријски параметри су одређивани на три исечка на узајамном 

растојању од најмање 100 μм.  

 

3.7. СТАТИСТИЧКА АНАЛИЗА ПОДАТАКА 

 

Статистичка обрада експерименталних података је спроведена на следећи начин: 

1) За опис параметара од значаја, у зависности од њихове природе, користила се: 

фреквенција, проценти, узорачка средња вредност, узорачка медијана, узорачка 

стандардна девијација, ранг и 95% интервали поверења. 

2)  За испитивање нормалности расподеле употребељени су тестови Kolmogorov 

Smirnov и Shapiro Wilk, и графици: хистограм и normal QQ plot. 

3) За тестирање разлика између параметара користиo cе Mann-Whitney тест, 

Фишеров тест апсолутне вероватноће, једнофакторска или двофакторска 

анализа варијансе (АNOVA). Приликом тестирања разлика између параметара, 

употребавао се непараметријски аналог једнофакторске анализе варијансе, 

Kruskal-Wallis H тест, са нивоом значајности од 0,05.  

4) Статистичка обрада података је рађена у статистичком пакету SPSS 22.0 for 

Windows. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

4.1 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА АКУТНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-МЕТИОНИНА  

 

4.1.1 Испитивање ефеката акутне администрације DL-метионина  на параметре 

оксидативног стреса у плазми пацова 

 

Акутна хиперметионинемија је индукована интраперитонеалном апликацијом DL-

метионина у дози од 0,8 mmol/kg/тм једнократно. Поређењем група, Студентовим Т-

тестом добијена је високо статистички значајна разлика у вредностима CAT 

(U/хемоглобина), CAT (U/mL плазме) и GPx (U/mL плазме). Више вредности наведених 

параметара измерене су у групи животиња изложеној акутној стимулацији метионином 

него у контролној групи. У вредностима осталих параметара, MDA-а и SOD-а, није било 

статистички значајне разлике приликом статистичког анализирања података (Табела 1). 

Табела 1. Поређење параметара оксидативног стреса у плазми пацова у групи 

изложеној акутној стимулацији метиониним и контролној групи 

Параметар 

Групе 

Контролна ( х ±SE) Метионин ( х ±SE) 
Значајност 

разлике 

MDA (nmol/mL) 4,87±0,43 4,77±0,80 0,873 

           CAT  (U) 2,39±0,23 3,91±0,38 0,008 

CAT (U/mL) 47,85±4,78 78,37±7,79 0,008 

GPх (U/mL) 3,21±0,33 5,23±0,510 0,008 

SOD (U/mL) 24,01±0,84 23,47±0,77 0,873 
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4.1.2 Испитивање ефеката акутне администрације DL-метионина  на активност 

ацетилхолинестеразе у ткиву срца и мозга пацова 

 

Акутна хиперметионинемија је индукована интраперитонеалном апликацијом DL-

метионина у дози од 0,8 mmol/kg/тм/дан. Студентовим T-тестом није добијена 

статистички значајна разлика у активности AChE (ΔA/min/mg) у ткивима срца и мозга у 

групи животиња изложеној акутној стимулацији метионином у односу на контролну групу 

пацова (Табела 2). 

 

Табела 2. Поређење активности ацетилхолинестеразе у ткиву срца и мозга пацова у 

групи изложеној акутној стимулацији DL- метиониним и контролној групи 

Параметар 

групе 

Контролна ( х ±SE) Метионин ( х ±SE) 
Значајност 

разлике 

AChE 

ΔA/min/mg ткива 

(срце) 

0,049±0,002 0,043±0,001 0,075 

AchE 

ΔA/min/mg ткива                                           

(мозак) 

0,97±0,13 1,01±0,21 0,337 
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4.2 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ 

АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-МЕТИОНИНА  

 

4.2.1 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА  НА ПРОМЕНЕ ТЕЛЕСНЕ МАСЕ ПАЦОВА 

 

Субхронична хиперметионинемија је индукована интраперитонеалном апликацијом 0,8 

mmol/kg/тм/дан DL-метионина у току 3 недеље. У анализи утицаја метионина на телесну 

масу пацова формирали смо двофакторски модел анализе варијансе за поновљена мерења, 

фактор мерење имао је 5 градација: 1 - пре почетка експеримента, 2 - први дан апликације, 

3 - седам дана након почетка апликације, 4 - четрнаест дана након почетка апликације и 5 - 

21 дан након почетка апликације; фактор група имао је 4 градације: 1 – Контролна, 2 – DL-

метионин, 3 – L- цистеин + DL- метионин и 4 – N-ацетил L-цистеин + DL-метионин. 

Добијена је високо статистички значајна разлика по фактору мерење (F = 2,311; p < 0,001), 

по фактору група (F = 7,919; р = 0,001) и у интеракцији оба фактора (F = 7,640; p < 0,001). 

Из табела бр. 3-5 и може се приметити да је у свим групама дошло до повећања телесне 

масе у времену док у мерењу пре почетка експримента није било статистички значајне 

разлике у телесној маси пацова између група. Исти резултат је био и првог дана 

апликације, седам дана и четрнаест дана након почетка апликације телесна маса пацова у 

контролној групи била је мања него у осталим групама. Двадесетједан дан након почетка 

апликације није било статистички значајне разлике у телесној маси између група (Табела 

3). 
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Табела 3. Поређење телесне масе пацова у испитиваним групама 

 

Мерење Група x  SD n 

пре почетка 

Контролна 158,75 5,18 8 

DL- метионин 167,00 2,27 8 

L-цистеин + DL- метионин 167,13 17,96 8 

N-ацетил-L-цистеин + DL- метионин 158,88 7,59 8 

Укупно 162,94 10,52 32 

1. дан 

Контролна 218,63 14,98 8 

DL- метионин 237,13 7,32 8 

L-цистеин + DL- метионин 237,38 22,87 8 

N-ацетил-L-цистеин + DL- метионин 220,88 6,10 8 

Укупно 228,50 16,40 32 

7. дана 

Контролна 252,13 4,29 8 

DL- метионин 304,25 12,77 8 

L-цистеин + DL- метионин 304,00 27,53 8 

N-ацетил-L-цистеин + DL- метионин 289,13 8,74 8 

Укупно 287,37 26,38 32 

14. дана 

Контролна 313,50 10,57 8 

DL- метионин 367,13 23,04 8 

L-цистеин + DL- метионин 361,00 31,65 8 

N-ацетил-L-цистеин + DL- метионин 339,13 10,49 8 

Укупно 345,19 29,21 32 

21. дан 

Контролна 378,00 17,12 8 

DL- метионин 405,25 32,17 8 

L-цистеин + DL- метионин 399,50 36,97 8 

N-ацетил-L-цистеин + DL- метионин 371,87 9,33 8 

Укупно 388,66 28,84 32 
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Табела 4. Тестирање међугрупних разлика Сидаковим тестом 

 

Мерење (I) Група (J) Група 

Просечна 

разлика 

(I-J) 

p 

1 

Контролна 

DL-метионин -8,250 0,520 

L-цистеин + DL-метионин -8,375 0,503 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин -,125 1,000 

DL-метионин 
L-цистеин + DL-метионин -,125 1,000 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 8,125 0,537 

L-цистеин + DL-метионин N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 8,250 0,520 

2 

Контролна 

DL-метионин -18,500 0,094 

L-цистеин + DL-метионин -18,750 0,087 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин -2,250 1,000 

DL-метионин 
L-цистеин + DL-метионин -0,250 1,000 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 16,250 0,181 

L-цистеин + DL-метионин N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 16,500 0,169 

3 

Контролна 

DL-метионин -52,125 0,000 

L-цистеин + DL-метионин -51,875 0,000 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин -37,000 0,000 

DL-метионин 
L-цистеин + DL-метионин 0,250 1,000 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 15,125 0,345 

L-цистеин + DL-метионин N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 14,875 0,363 

4 

Контролна 

DL-метионин -53,625 < 0,001 

L-цистеин + DL-метионин -47,500 0,001 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин -25,625 0,119 

DL-метионин 
L-цистеин + DL-метионин 6,125 0,993 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 28,000 0,072 

L-цистеин + DL-метионин N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 21,875 ,246 

5 

Контролна 

DL-метионин -27,250 ,256 

L-цистеин + DL-метионин -21,500 ,517 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 6,125 ,998 

DL-метионин 
L-цистеин + DL-метионин 5,750 ,999 

N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 33,375 ,099 

L-цистеин + DL-метионин N-aцетил-L-цистеин + DL-метионин 27,625 ,243 
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Табела 5. Тестирање разлика телесне масе пацова унутар група Сидаковим тестом 
 

Група (I) Мерење (J)Мерење Просечна Разлика (I-J) p 

Контролна 

1 

2 -59,875 < 0,001 

3 -93,375 < 0,001 

4 -154,750 < 0,001 

5 -219,250 < 0,001 

2 

3 -33,500 < 0,001 

4 -94,875 < 0,001 

5 -159,375 < 0,001 

3 
4 -61,375 < 0,001 

5 -125,875 < 0,001 

4 5 -64,500 < 0,001 

DL-метионин 

1 

2 -70,125 < 0,001 

3 -137,250 < 0,001 

4 -200,125 < 0,001 

5 -238,250 < 0,001 

2 

3 -67,125 < 0,001 

4 -130,000 < 0,001 

5 -168,125 < 0,001 

3 
4 -62,875 < 0,001 

5 -101,000 < 0,001 

4 5 -38,125 < 0,001 

L-цистеин +DL-метионин 

1 

2 -70,250 < 0,001 

3 -136,875 < 0,001 

4 -193,875 < 0,001 

5 -232,375 < 0,001 

2 

3 -66,625 < 0,001 

4 -123,625 < 0,001 

5 -162,125 < 0,001 

3 
4 -57,000 < 0,001 

5 -95,500 < 0,001 

4 5 -38,500 < 0,001 

N-ацетил-L-цистеин + DL-

метионин 

1 

2 -62,000 < 0,001 

3 -130,250 < 0,001 

4 -180,250 < 0,001 

5 -213,000 < 0,001 

2 

3 -68,250 < 0,001 

4 -118,250 < 0,001 

5 -151,000 < 0,001 

3 
4 -50,000 < 0,001 

5 -82,750 < 0,001 

4 5 -32,750 < 0,001 
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4.2.2 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА НА СПЕЦИФИЧНЕ БИОХЕМИЈСКЕ ПАРАМЕТРЕ У 

СЕРУМУ ПАЦОВА (ХОМОЦИСТЕИН, ФОЛНА КИСЕЛИНА, ВИТАМИНА 

B12) 

 

Након субхроничне администрације DL-метионина, у серуму пацова мерили смо 

концентрацију хомоцистеина, фолата и витамина B12 у свим групама. У Tабели 6 су 

приказане средње вредности испитиваних параметара, а на Графиконима број 3, 4 и 5 су 

приказане средње вредности за сваки посматрани параметар одвојено,  док у Табели 7 су 

приказане статистичке значајности разлика између група за сваки од поменутих 

параметара. Примећена је статистички значајна разлика у концентрацији фолата и 

витамина B12 (Графикони бр. 2 и 3), док концентрације хомоцистеина се нису значајно 

разликовале између испитиваних група (Графикон бр. 1). Концентрација фолата је била 

значајно нижа у групи N-ацетил-L-цистеин у односу на контролну групу (p=0,039), док је 

концентрација витамина B12  значајно нижа у свим експерименталним групама у односу на 

контролну групу (Табела 7). 

 

Табела 6. Просечне вредности хомоцистеина, фолата и витамина B12 у испитивним 

групама 

Групе 

Параметри 

 

Хомоцистеин 

(µmol/L) 

 

Фолати (µg/L) Витамин B12 (ng/L) 

Контрола 9,98±0,65 35,25±2,04 882,00±32,00 

DL-Мет 9,51±0,59 32,11±2,13 742,50±25,70 

L-Цис + DL-Мет 10,35±0,93 31,52±1,35 740,12±11,80 

NAC + DL-Мет 10,21±0,71 29,23±1,48 756,62±43,84 
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Графикон бр. 1. Просечне вредности хомоцистеина (μmol/L) у испитиваним групама.  

 
 

 

Графикон бр. 2. Просечне вредности фолата (nmol/L) у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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Графикон бр. 3. Просечне вредности витамина B12 у испитиваним групама Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 
 

Табела 7. Значајност разлике вредности хомоцистеина, фолата и витамина B12 између 

испитиваних група. Значајност разлике, између група, приказаних параметара установили 

смо применом Студентовог т-теста 

Групе 
Параметри 

Хомоцистеин (µmol/L) Фолати (µg/L) Витамин B12 (ng/L) 

Контрола вс. DL-

Мет 
0,549 0,573 0,009 

Контрола вс. 

L-Цис + DL-Мет 
0,741 0,265 0,001 

Контрола вс. 

NAC + DL-Мет 
0,741 0,039 0,032 

L-Цис + DL-Мет 

вс. NAC + DL-Мет 
0,477 0,424 0,594 

DL-Мет вс. NAC+ 

DL-Мет 
0,477 0,110 0,859 

L-Цис+ DL-Мет 

вс.NAC + DL-Мет 
0,905 0,267 0,719 
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4.2.3 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА НА СТАНДАРДНЕ БИОХЕМИЈСКЕ ПАРАМЕТРЕ У 

СЕРУМУ ПАЦОВА 

 

Након тронедељне администрације метионина, у серуму пацова контролне и 

експерименталних група мерили смо концентрације стандардних биохемијских 

параметара као што су глукоза, уреа, креатинин, мокраћна киселина, укупни билирубин и 

протеини, албумин, укупни холестерол, HDL, триглицериди, јонограм (натријум (Nа⁺ ), 

калијум (К⁺), хлор (Cl⁻), калцјум (Ca
2
⁺)), гвожђе (Fe),  аспартат и аланин аминотрансфера 

(ASТ и ALТ), алкална фосгатаза (ALP), гама-глутарил трансфераза (ℽGT), амилаза (Аl) и 

C-реактивни протеин (CRP). У Табели 8 су приказане средње вредности глукозе, урее, 

креатинина, мокраћне киселине, укупног билирубина, укупних протеина и албумина у 

односу на групу пацова. На Графиконима бр. 4-10 је представљен упоредни приказ 

средњих вредности испитиваног параметра у односу на групу.  

 

Табела 8.  Просечне вредности биохемијских параметара (глукозе, урее, креатинина, 

мокраћне киселине, укупног билирубина, укупних протеина и албумина ) 21 дан након 

апликације (n=48) 

Параметри 
Групе 

Kонтрола DL-мет L-цис + DL-мет NAC + DL-мет 

Глукоза (mmol/L) 7,64 ± 0,12 6,66 ± 0,87 7,70 ± 0,21 7,61 ± 0,10 

Уреа (mmol/L) 8,80 ± 0,64 6,24 ± 1,19 6,98 ± 0,28 7,60 ± 0,31 

Креатинин (mg/dl) 38,19 ± 1,25 29,71 ± 1,57 30,13 ± 1,19 32,25 ± 2,46 

Мокраћна киселина 

(umol/L) 
87,88 ± 4,37 47,50 ± 1,61 60,25 ± 4,09 59,75 ± 2,39 

Укупни билирубин 

(μmol/L) 
1,89 ± 0,09 2,50 ± 0,20 2,30 ± 0,21 2,14 ± 0,28 

Укупни протеини (g/L) 63,63 ± 0,63 61,80 ± 0,57 66,50 ± 0,85 63,13 ± 0,77 

Албумини (g/L) 13,56 ± 0,94 13,00 ± 0,30 13,13 ± 0,44 12,25 ± 0,37 
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Из Табела 8 и 9 и Графикона 4 може се запазити да није било статистички значајне 

разлике између испитиваних група, али су вредности глукозе у групи третираној са 

метионином, мање него у осталим групама.  

 

Графикон бр. 4. Просечне вредности глукозе (mmol/L) у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 

 

 
 

Концентрације урее су статистички значајно веће у контролној групи него у остале 

три групе, али није било статистички значајне разлике између испитиваних 

експерименталних група (Табела 8 и Табела 9; Графикон бр. 5).  

На Графикону бр. 6 су приказане средње вредности концентрације креатинина у 

свим групама. Вредности креатинина су статистички значајно више у контролној групи 

него у остале три групе, док статистички значајне разлике није било између 

експерименталних група (Табела 8 и Табела 9). 
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Графикон бр. 5. Просечне вредности урее (mmol/L) у испитиваним групама. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 
 

Графикон 6. Просечне вредности креатинина у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 
 

На Графикону бр. 7 су приказане просечне вредности концентрације мокраћне 

киселине у свим групама. Статистичком анализом, утврђене су значајно више вредности 

овог параметра у контролној групи у односу на остале испитиване групе, док је најнижа 
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вредност овог параметра била у DL-метионин у односу на L-цистеин+DL-метионин и 

NAC+DL-метионин групе (Табела 9).  

На Графикону бр. 8 су приказане просечне вредности концентрације билирубина у 

свим групама. Статистичком анализом, утврђене су значајно ниже вредности овог 

параметра у контролној групи у односу на остале испитиване групе, док није било 

статистички значајне разлике у вредности овог параметра у експерименталним групама 

(Табела 9). 

На Графикону бр. 9 су приказане просечне вредности концентрације укупних 

протеина у свим групама. Статистичком анализом, утврђено је да су најниже вредности 

биле у метионинској групи, у односу на L- цистеин+DL-метионин али и контролну групу. 

Статистички значајно више вредности су примећене у L- цистеин+DL-метионин групи у 

односу на остале групе (Табела 9).  

На Графикону бр. 10 су приказане просечне вредности концентрације албумина у 

свим групама. Статистичком анализом, утврђено је да су  најниже вредности биле у 

експериментаним групама међу којима није утврђена статистички значајна разлика. У 

односу на контролну групу пацова, доказано је постојање статистички значајно виших 

вредности овог параметра у односу на остале групе (Табела 9). 

Графикон бр. 7. Просечне вредности мокраћне киселине у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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Графикон бр. 8. Просечне вредности билирубина у испитиваним групама. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 
 

 

Графикон бр. 9. Просечне вредности укупних протеина у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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Графикон бр. 10. Просечне вредности албумина у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 
 

Табела 9.  Приказ статистичких значајности биохемијских параметара (глукозе, урее, 

креатинина, мокраћне киселине, укупног билирубина, укупних протеина и албумина) 

поређењем група 

Поређење Gly Ure Cr UA uBil uPr Al 

Контрола  вс.  

L-Mет 
0,232 0,008 0,003 0,000 0,014 0,038 0,008 

Контрола вс. 

L-Цис + L-Mет 
0,538 0,001 0,000 0,001 0,021 0,016 0,036 

Контрола вс. 

NAC + L-Mет 
0,951 0,012 0,031 0,001 0,110 0,756 0,003 

L-Mет вс. 

 L-Цис + L-Mет 
0,228 0,386 0,861 0,010 0,261 0,003 0,781 

L-Mет вс. NAC + L-Mет 0,334 0,962 0,450 0,003 0,166 0,138 0,136 

L-Цис + L-Mет 

вс. NAC + L-Mет 
0,526 0,226 0,598 0,793 0,708 0,011 0,145 
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У Табели 10 су приказане средње вредности укупног холестерола, HDL-

холестерола, триглицерида, натријума, калијума, хлора и калцијума у односу на групу 

пацова. На Графиконима бр. 11- 17 је представљен упоредни приказ средњих вредности 

испитиваног параметра у односу на групу. 

Табела 10.  Просечне вредности биохемијских параметара (укупног холестерола, HDL-

холестерола, триглицерида, натријума, калијума, хлора и калцијума) 21 дан након 

апликације (n=48) 

 

Параметри 
Групе 

Kонтрола DL-мет L-цис + DL-мет NAC + DL-мет 

Укупни холестерол 

(mmol/L) 
1,82 ± 0,03 1,72 ± 0,07 1,68 ± 0,05 1,64 ± 0,03 

HDL (mmol/L) 1,59 ± 0,10 1,47 ± 0,04 1,63 ± 0,05 1,47 ± 0,03 

Триглицериди (mmol/L) 0,71 ± 0,07 0,93 ± 0,05 1,05 ± 0,09 1,13 ± 0,11 

Nа⁺ (mmol/L) 141,5 ± 0,29 145,60 ± 0,45 143,63 ± 0,63 143,00 ± 0,73 

К⁺ (mmol/L) 8,11 ± 0,16 6,76 ± 0,11 7,05 ± 0,22 7,54 ± 0,35 

Cl⁻ (mmol/L) 104,6 ± 0,24 104,70 ± 0,50 104,50 ± 0,27 105,25 ± 0,45 

Ca⁺⁺ (mmol/L) 2,30 ± 0,12 2,06 ± 0,25 2,35 ± 0,02 2,47 ± 0,03 

 

 

На Графикону бр. 11 приказане су просечне вредности укупног холестерола у свим 

групама. Примећена је статистички значајна разлика у вредности овог параметра у 

експерименталним групама у односу на контлну групу, при чему је присутна статистички 

значајно виша вредност укупно холестерола у контролној групи у односу на остале групе, 

док значајна разлика између експерименталних група не постоји. Резултати указују на 

улогу метионина у смањењу укупног холестерола у серуму, нарочито у ко-

администрацији са N-ацетил-L- цистеином (Табела 11). 
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Графикон бр. 11. Просечне вредности укупног холестерола у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 

 

На Графикону бр. 12 приказане су просечне вредности HDL- холестерола у свим 

групама. Утврђена је статистички значајна разлика у вредности овог параметра у 

контролној групи у односу на DL-метионин и L-цистеин+NAC групу, и статистички 

значајно виша вредност овог параметра у L-цистеин+DL-метионин групи у односу на DL-

метионин и L-цистеин+NAC групу (Табела 11). 

Графикон бр. 12. Просечне вредности HDL- холестерола у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 13 приказане су просечне вредности триглицерида у свим 

групама. Утврђене су статистички значајно ниже вредности овог параметра у контролној 

групи у односу на експерименталне групе, док међусобних разлика у експерименталним 

групама није било (Табела 11). 

 

Графикон бр. 13. Просечне вредности триглицерида у испитиваним групама. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 14 приказане су просечне вредности натријума у свим групама. 

Утврђене су статистички значајно ниже вредности овог параметра у контролној групи у 

односу на експерименталне групе, док међусобних разлика у експерименталним групама 

није било. Доминантно повишене вредности концентрације натријума утврђене су у 

метионинској групи (Табела 11). 

 

Графикон бр. 14. Просечне вредности натријума у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 15 приказане су просечне вредности калијума у свим групама. 

Утврђене су статистички значајно више вредности овог параметра у контролној групи у 

односу на експерименталне групе, док међусобних разлика у експерименталним групама 

није било (Табела 11). 

 

Графикон бр. 15. Просечне вредности калијума у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 16 приказане су просечне вредности хлора у свим групама. 

Поређењем група, нису утврђене статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра (Табела 11). 

 

Графикон бр. 16. Просечне вредности хлора у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 17 приказане су просечне вредности калцијума у свим групама. 

Поређењем група, нису утврђене статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра (Табела 11). 

 

Графикон бр. 17. Просечне вредности калцијума у испитиваним групама. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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Табела 11.  Приказ статистичких значајности биохемијских параметара (укупног 

холестерола, HDL-холестерола, триглицерида, натријума, калијума, хлора и калцијума) 

поређењем група 

Поређење CHOL HDL TRg Nа⁺ К⁺ Cl⁻ Ca⁺⁺ 

Контрола  вс.  

L-Mет 
0,179 0,008 0,015 0,000 0,000 0,828 0,854 

Контрола вс. 

L-Цис + L-Mет 
0,020 0,500 0,007 0,008 0,003 0,649 0,602 

Контрола вс. 

NAC + L-Mет 
0,002 0,009 0,008 0,108 0,118 0,183 0,358 

L-Mет вс. 

 L-Цис + L-Mет 
0,824 0,045 0,424 0,024 0,181 0,708 0,229 

L-Mет вс. NAC + L-Mет 0,563 0,563 0,131 0,009 0,090 0,465 0,230 

L-Цис + L-Mет 

вс. NAC + L-Mет 
0,563 0,031 0,753 0,520 0,493 0,154 0,055 

 

На Табели 12 су приказане средње вредности укупног гвожђа, аспартат и аланин 

аминотрансферазe, гама-глутарил трансферазе, алкалне фосфатазе, амилазе и C-

реактивног протеина у односу на групу пацова. На Графиконима бр. 18-24 је представљен 

упоредни приказ средњих вредности испитиваног параметра у односу на групу. 
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Табела 12.  Просечне вредности биохемијских параметара (гвожђа, аспартат и аланин 

аминотрансфераза, гама-глутарил трансферазе, алкалне фосфатазе, амилазе и C-

реактивног протеина) 21 дан након апликације (n=48) 

 

Параметри 
Групе 

Kонтрола DL-мет L-цис + DL-мет NAC + DL-мет 

Гвожђе (μmol/L) 31,60 ± 1,79 28,02 ± 1,77 29,65 ± 1,89 31,59 ± 2,96 

ASТ (IU/L) 255,4 ± 13,6 202,20 ± 9,50 251,13 ± 18,9 241,25 ± 19,11 

ALТ (IU/L) 73,94 ± 8,20 55,40 ± 2,07 66,50 ± 3,76 67,25 ± 4,70 

ALP (IU/L) 285,5 ± 12,5 253,60 ± 13,14 277,38 ± 14,7 298,50 ± 12,64 

ℽGT (IU/L) 6,00 ± 0,35 6,00 ± 0,15 5,63 ± 0,18 5,50 ± 0,19 

Амилаза (IU/L) 926,8 ± 77,3 1169,2 ± 48,9 1228,9 ± 50,1 1275,2 ± 40,02 

CRP (mg/L) 0,20 ± 0,03 0,80 ± 0,12 0,90 ± 0,13 0,90 ± 0,09 

 

На Графикону бр. 18 приказане су просечне вредности концентрације гвожђа у 

свим групама. Поређењем група, нису утврђене статистички значајне разлике у вредности 

овог параметра (Табела 13). 

 

Графикон бр. 18. Просечне вредности гвожђа у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 19 приказане су просечне вредности концентрације AST-a у свим 

групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра  контролној групи у односу на DL-метионин групу (Табела 13). 

 

Графикон бр. 19. Просечне вредности AST-a у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 20 приказане су просечне вредности концентрације ALT-a у свим 

групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра  контролној групи у односу на DL-метионин групу у којој су примећене 

најниже вредности овог параметра (Табела 13).  

 

Графикон бр. 20. Просечне вредности ALT-a у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 21 приказане су просечне вредности концентрације ALP-a у свим 

групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра  контролној групи у односу на DL-метионин групу у којој су примећене 

најниже вредности овог параметра (Табела 13).  

 

Графикон бр. 21. Просечне вредности ALP-a у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 22 приказане су просечне вредности концентрације ℽGT-a у свим 

групама. Поређењем група, нису утврђене статистички значајне разлике у вредности овог 

параметра , али се запажају више вредности овог параметра у контролној групи и у DL-

метионин групи (Табела 13).  

 

Графикон бр. 22. Просечне вредности ℽGT--a у испитиваним групама.  Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 23 приказане су просечне вредности концентрације амилазе у 

свим групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајно ниже  вредности овог 

параметра у контролној групи у односу на остале групе,  али се експерименталне групе 

статистички значајно не разликују у вредностима овог параметра (Табела 13).  

 

Графикон бр. 23. Просечне вредности амилазе у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 24 приказане су просечне вредности концентрације C-реактивног 

протеина у свим групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајне ниже  

вредности овог параметра у контролној групи у односу на остале групе,  али се 

експерименталне групе статистички значајно не разликују у вредностима овог параметра 

(Табела 13).  

 Графикон бр. 24. Просечне вредности C-реактивног протеина у испитиваним групама. 

Знак звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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Табела 13.  Приказ статистичких значајности биохемијских параметара (гвожђа, аспартат 

и аланин аминотрансфераза, гама-глутарил трансферазе, алкалне фосфатазе, амилазе и C-

реактивног протеина ) поређењем група 

Поређење Fe AST ALT AP ℽGT Амилаза CRP 

Контрола  вс.  

L-Mет 
0,329 0,029 0,051 0,126 0,255 0,055 0,001 

Контрола вс. 

L-Цис + L-Mет 
0,501 1,000 0,854 0,854 0,639 0,017 0,000 

Контрола вс. 

NAC + L-Mет 
0,903 0,520 0,927 0,297 0,322 0,011 0,000 

L-Mет вс. 

 L-Цис + L-Mет 
0,756 0,051 0,045 0,197 0,126 0,302 0,809 

L-Mет вс.  NAC + L-

Mет 
0,398 0,168 0,056 0,021 0,053 0,071 0,557 

L-Цис + L-Mет 

вс. NAC + L-Mет 
0,431 0,529 0,958 0,345 0,626 0,462 0,874 
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4.2.4 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА НА МАРКЕРЕ ХЕМОСТАЗЕ (ФИБРИНОГЕН, D-ДИМЕР И 

VON-WILLEBRAND-ОВ ФАКТОР) У СЕРУМУ ПАЦОВА 

 

У другом делу истраживања, испитивали смо утицај сунхроничне администрације 

метионина, самостално или у комбинацији са L-цистеином и/или N-ацетил-L-цистеином 

на маркере хемостазе крви, као што су фибриноген, D-димер и Von-Willebrand-ов фактор. 

 

 

Табела 14.  Просечне вредности параметара хемостазе фибриногена, D-димера и Von- 

Willebrand-овог фактора у испитивним групама 21 дан након апликације 

 

Група/Параметри 
фибриноген 

 (g/L) 
D-димер (mg/L) vWF (mg/ml) 

Контрола 0,72±0,10 0,21±0,02 14,45±5,61 

DL-метионин 0,51±0,08 0,20±0,03 9,54±0,39 

L-цистеин + DL-

метионин 
0,39±0,00 0,53±0,09 9,78±1,43 

N-ацетил-L-цистеин + 

DL-метионин 
0,39±0,00 0,19±0,03 11,26±1,48 
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На Графикону бр. 25 приказане су просечне вредности концентрације фибриногена 

у свим групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајно ниже  вредности овог 

параметра у контролној групи у односу на остале групе,  али се експерименталне групе 

статистички значајно не разликују у вредностима овог параметра (Табела 15).  

 

Графикон бр. 25. Просечне вредности фибриногена у испитиваним групама. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 26 приказане су средње вредности концентрације D-димера у 

свим групама. Поређењем група, утврђене су статистички значајно више  вредности овог 

параметра у L-цистеин+DL-метионин групи у односу на остале групе (Табела 15).  

 

Графикон бр. 26. Просечне вредности D-димера у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 27 приказане су средње вредности концентрације vWF-a у свим 

групама. Поређењем група, нису утврђене статистички значајне разлике, али се запажа 

благо више вредности овог параметра у контролној групи у односу на остале групе 

(Табела 15).  

Графикон бр. 27. Просечне вредности vWF-a у испитиваним групама. Знак звездице (*) 

означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 

 

 

 

Табела 15. Значајност разлике вредности фибриногена, D-димера и Von- Willebrandov-ог 

фактора између испитиваних група 

Група/Параметри 
фибриноген 

 (g/L) 
D-димер (mg/L) vWF (mg/ml) 

Контрола   вс. DL-метионин 0,162 0,385 0,512 

Контрола вс. L-цистеин+DL-метионин 0,033 0,000 0,826 

Контрола вс. NAC+DL-метионин 0,033 0,378 0,447 

L-цистеин+DL-метионин вс. NAC+DL-

метионин 
0,193 0,001 0,051 

DL-метионин вс. NAC+DL метионин 0,193 0,903 0,626 

L-цистеин+DL-метионин  вс. NAC+DL-

метионин 
1,000 0,002 0,281 
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4.2.5. ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА НА ПАРАМЕТРЕ ОКСИДАТИВНОГ СТРЕСА У ПЛАЗМИ 

ПАЦОВА 

 

У следећем делу истраживања, испитивали смо утицај субхроничне 

администрације DL-метионина на маркере оксидативног стреса и антиоксидативног 

система заштите, малонилдиалдехид, каталаза, глутатион пероксидазе и супероксид 

дисмутазе. У Табели 16 приказане су средње вредности маркера оксидативног стреса и 

антиоксидативне заштите.  

 

Табела 16. Поређење параметара оксидативног стреса у плазми пацова у групи 

изложеној субхроничној стимулацији метиониним и контролној групи 

Параметар 

групе 

Контролна ( х ±SE) Метионин ( х ±SE) 

MDA (nmol/mL) 12.56±1.38 15.03±1.39 

CAT  (U) 6.61±0.51 8.17±1.06 

CAT (U/mL) 132.22±10.37 163.53±21.23 

GPх (U/mL) 8.81±0.69 10.90±1.41 

SOD (U/mL) 30.09±0.82 29.92±0.44 
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На Графикону бр. 28 приказане су средње вредности концентрације MDA-a у 

контролној и метионин-групи. Поређењем група, утврђена је статистички значајна разлика 

између ових група, са значајно вишим вредностима овог параметра у метионин групи. 

 

Графикон бр. 28. Просечне вредности MDA-a у контролној и метионин-групи. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 29 приказане су средње вредности концентрације CAT у 

контролној и метионин-групи. Поређењем група, утврђена је статистички значајна разлика 

између ових група, са значајно вишим вредностима овог параметра у метионин групи. 

 

Графикон бр. 29. Просечне вредности CAT у контролној и метионин-групи. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 30 приказане су средње вредности концентрације CAT из ткива 

срца у контролној и метионин-групи. Поређењем група, утврђена је статистички значајна 

разлика између ових група, са значајно вишим вредностима овог параметра у метионин 

групи. 

 

Графикон бр. 30. Просечне вредности CAT из ткива срца у контролној и метионин-групи. 

Знак звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 31 приказане су средње вредности концентрације GPx у 

контролној и метионин-групи. Поређењем група, није утврђена статистички значајна 

разлика између ових група. 

 

Графикон бр. 31. Просечне вредности GPx у контролној и метионин-групи. Знак звездице 

(*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу група од 

интереса (*p<0,05). 
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На Графикону бр. 32 приказане су средње вредности концентрације SOD-a у 

контролној и метионин-групи. Поређењем група, није утврђена статистички значајна 

разлика између ових група. 

 

Графикон бр. 32. Просечне вредности SOD-a у контролној и метионин-групи. Знак 

звездице (*) означава статистичку значајну разлику у испитиваном параметру измећу 

група од интереса (*p<0,05). 
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4.3 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ 

АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-МЕТИОНИНА  НА АКТИВНОСТ 

АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ У ТКИВУ СРЦА КОД ПАЦОВА 

 

Субхронична администрација довела је до статистички значајне разлике у активности 

ацетилхолинестеразе у ткиву срца (Табела 17). 

 

Табела 17. Поређење параметара оксидативног стреса у ткиву срца пацова у групи 

изложеној субхроничној стимулацији метиониним и контролној групи 

 

Параметар 

Групе 

Контролна ( х ±SE) Метионин ( х ±SE) 

AChE 

ΔA/min/mg ткива 

(срце) 

0.057±0.002 0.046±0.004* 

*p<0,05 

 

На Графикону бр. 33 приказане су средње вредности активности 

ацетилхолинестеразе у ткиву срца у контролној и метионин-групи. Поређењем група, 

утврђена је статистички значајна разлика између ових група, при чему је активност овог 

ензима значајно снижена у метионин групи.  

 

 

 

 

 

 

 

 



95 

 

Графикон бр. 33. Просечне вредности активности ацетилхолинестеразе у ткиву срца у 

контролној и метионин-групи. Знак звездице (*) означава статистичку значајну разлику у 

испитиваном параметру измећу група од интереса (*p<0,05). 
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4.4 ХИСТОПАТОЛОШКА АНАЛИЗА ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ 

АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-МЕТИОНИНА  

 

После тронедељне интраперитонеалне апликације метионина исечци ткива аорте и 

срца су бојени одговарајућим техникама, а потом су анализирани хистолошки параметри у 

четири групе:   

i. Група К - Контролна група (0,9% NaCl 1 мл/дан);  

ii. Група М – DL-метионин (0,8 mmol/kg/тм/дан);  

iii. Група Ц – DL-метионин (0,8 mmol/kg/тм/дан) + L-цистеин (7 mg/kg/тм/дан); 

iv.  Група Н – DL-метионин (0,8 mmol/kg/тм/дан) + N-ацетил-L-цистеин (50 

mg/kg/тм/дан).  

4.4.1 ХИСТОПАТОЛОШКА АНАЛИЗА ТКИВА АОРТЕ У ОДНОСУ НА КОНТРОЛНУ 

ГРУПУ  

 

Контролна група (Група К) 

 

Десцендентна торакална и абдоминална аорта контролне групе су правилне, 

трослојне грађе. Разликују се tunica intima, tunica media i tunica adventitia (Слика 1.-А). 

Тunica intima је састављена од ендотела и субендотелног везовног ткива. Ендотел је 

правилне, очуване грађе, без уочљивих оштећења (Слика 1.-А). Субендотелно везивно 

ткиво је веома мале дебљине, без хиперплазије интиме и атеросклерозе. Тunica media 

састоји се од јасно дефинисаних еластичних ламела (ламина, мембрана) и глатких 

мишићних ћелија. Еластичне мембране су очуваног континуитета (Слика 1.-А), а 

интерламинарни простори су правилни са спирално оријентисаним глатким мишићним 

ћелијама. Тunica adventitia је релативно танка, правилне грађе. Састоји се од растреситог 

везивног ткива које се без јасне границе наставља периадвентицијалним мрким или белим 

масним ткивом. У саставу адвентицијалног омотача налазе се фибробласти, 

миофибробласти, макрофаги и колагена влакна. 
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Слика 1. Ткиво аорте. Група К (бојење хематоксилином и еозином, оригинално увеличање 

400x, скале бар=50μм): очуван ендотел (стрелица), танко субендотелно везивно ткиво; 

еластичне ламине очуваног континуитета (глава стрелице); туница медиа правилне грађе 

(М); tunica adventitia – растресито везивно ткиво (звездица). 

 

Метионин група (Група М) 

 

Десцендентна торакална и абдоминална аорта контролне групе су правилне, 

трослојне грађе. Разликују се tunica intima, tunica media i tunica adventitia (Слика 2.- Ц и 

Д). Тunica intima је састављена од ендотела и субендотелног везивног ткива. Ендотел је 

правилне, очуване грађе, без уочљивих оштећења (Слика 2.- Д). Субендотелно везивно 

ткиво је веома мале дебљине, без хиперплазије интиме и атеросклерозе. Tunica media 

састоји се од јасно дефинисаних еластичних ламела (ламина, мембране) и глатких 

мишићних ћелија. Еластичне мембране су очуваног континуитета (Слика 2.- Ц и Д), а 

интерламинарни простори су правилни са спирално оријентисаним глатким мишићним 

ћелијама. Tunica adventitia је релативно танка, правилне грађе. Састоји се од растреситог 
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везивног ткива које се без јасне границе наставља периадвентицијалним мрким или белим 

масним ткивом (Слика 2- Ц). У периадвентицијалном масном ткиву уочавају се мали 

крвни судови типа артериола, без промена (Слика 2.- Ц). 

 

 

 
Слика 2. Ткиво аорте. Група М (бојење хематоксилином и еозином, оригинално увеличање 

200x, скале бар=100μм): танко субендотелно везивно ткиво, tunica intimа без хиперплазије 

интиме или атеросклерозе; tunica intimа правилне грађе; tunica adventitia која се без јасне 

границе наставља у бело масно ткиво. Д- (бојење хематоксилином и еозином, оригинално 

увеличање 400x, сцале бар=50μм): очуван ендотел, еластичне ламине очуваног 

континуитета. 

 

Метионин+L-цистеин група (Група Ц) 

 

Десцедентна торакална и абдоминална аорта контролне групе су правилне, 

трослојне грађе. Разликују се tunica intima, tunica media i tunica adventitia (Слика 3.- Е и 

Ф). Tunica intima је састављена од ендотела и субендотелног везовног ткива. Ендотел је 

правилне, очуване грађе, без уочљивих оштећења (Слика 3.- Ф). Субендотелно везивно 

ткиво је веома мале дебљине, без хиперплазије интиме и атеросклерозе. Tunica media 

састоји се од јасно дефинисаних еластичних ламела (ламина, мембране) и глатких 

мишићних ћелија. Еластичне мембране су очуваног континуитета (Слика 3.- Е и Ф), а 

интерламинарни простори су правилни са спирално оријентисаним глатким мишићним 

ћелијама. Tunica adventitia је релативно танка, правилне грађе. Састоји се од растреситог 
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везивног ткива које се без јасне границе наставља периадвентицијалним мрким или белим 

масним ткивом. Мали крвни судови периадвентицијалног масног ткива су без патолошких 

промена (Слика 3.- Е и Ф). 

 
 

Слика 3. Ткиво аорте. Група Ц. Е- (бојење хематоксилином и еозином, оригинално 

увеличање 200x, скале бар=100μм): очуван ендотел, танко субендотелно везивно ткиво; 

еластичне ламине очуваног континуитета; туница медиа правилне грађе; туница 

адвентитиа која се без јасне границе наставља у мрко масно ткиво. Ф- (бојење 

хематоксилином и еозином, оригинално увеличање 200x, скале бар=100μм): очуван 

ендотел, танко субендотелно везивно ткиво; еластичне ламине очуваног континуитета; 

туница медиа правилне грађе; туница адвентитиа која се без јасне границе наставља у 

мрко масно ткиво. 

 

Метионин+N-ацетил-L-цистеин група (Група Н) 

 

Десцедентна торакална и абдоминална аорта групе Н су правилне, трослојне грађе. 

Разликују се tunica intima, tunica media i tunica adventitia (Слика 4.- Б). 

Tunica intima је састављена од ендотела и субендотелног везовног ткива. Ендотел је 

правилне, очуване грађе, без уочљивих оштећења (Слика 4.- Б). Субендотелно везивно 

ткиво је веома мале дебљине, без хиперплазије интиме и атеросклерозе.Tunica media 

састоји се од јасно дефинисаних еластичних ламела (ламина, мембрана) и глатких 

мишићних ћелија. Еластичне мембране су очуваног континуитета (Слика 4.- Б), а 

интерламинарни простори су правилни са спирално оријентисаним глатким мишићним 
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ћелијама. Тunica adventitia је релативно танка, правилне грађе. Састоји се од растреситог 

везивног ткива које се без јасне границе наставља периадвентицијалним мрким или белим 

масним ткивом. 

 

 
 

Слика 4. Ткиво аорте. Група Н. Б- (бојење хематоксилином и еозином, оригинално 

увеличање 400x, скале бар=50μм): очуван ендотел, танко субендотелно везивно ткиво; 

еластичне ламине очуваног континуитета; tunica media правилне грађе; tunica adventitia  

која се без јасне границе наставља у мрко масно ткиво. 
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4.4.2 ХИСТОПАТОЛОШКА АНАЛИЗА ТКИВА СРЦА У ОДНОСУ НА КОНТРОЛНУ 

ГРУПУ 

 

Контролна група (Група К) 

 

Срце експерименталних животиња контролне групе је правилне хистолошке грађе.  

Разликују се ендокард, миокард и епикард. Ендокард је састављен од ендотела и 

субендотелног везивног ткива. Ендотел је правилне, очуване грађе, без уочљивих 

оштећења. Субендотелно везивно ткиво је слабо развијено. Миокард се састоји од 

спирално оријентисаних срчаних мишићних ћелија. Попречна испруганост је очувана. 

Једра су централно постављена. Ћелије су разгранате на крајевима и повезане 

интеркалатним дисковима (Слика 4.- А и Б). Интрамурални огранци коронарних артерија 

су без промена. Епикард је правилне грађе. Састоји се од растреситог везивног ткива и 

слоја мезотела. 

       
 

Слика 5. Група К. (бојење хематоксилином и еозином, (А) оригинално увеличање 200x, 

скале бар=100μм; (Б) оригинално увеличање 400x, скале бар=50μм): миокард правилне 

организације; спирално оријентисане, разгранате, срчане мишићне ћелије повезане 

интеркалатним дисковима. Попречна испруганост је очувана. Једра су централно 

постављена. 
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Метионин група (Група М) 

 

Срце експерименталних животиња групе М је правилне хистолошке грађе. 

Разликују се ендокард, миокард и епикард. Ендокард је састављен од ендотела и 

субендотелног везивног ткива. Ендотел је правилне, очуване грађе, без уочљивих 

оштећења. Субендотелно везивно ткиво је слабо развијено. Миокард се састоји од 

спирално оријентисаних срчаних мишићних ћелија. Попречна испруганост је очувана. 

Једра су централно постављена. Ћелије су разгранате на крајевима и повезане 

интеркалатним дисковима (Слика 6. А-Ф). У овој групи уочене су следеће промене: 

пасивна хиперемија зида леве коморе (Слика 6. А-Ф); интрамурални огранци коронарних 

артерија су без промена. Нема интерстицијалне фиброзе. Нема некрозе. Нема 

постинфарктних ожиљних промена. Нема интерстицијалног едема.  Епикард је правилне 

грађе. Састоји се од растреситог везивног ткива и слоја мезотела. 
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Слика 6. Ткиво срца. Група М. (бојење хематоксилином и еозином, (А) оригинално 

увеличање 50x, скале бар=500μм; (Б, Ц и Е) оригинално увеличање 100x, скале 

бар=200μм; (Д и Ф) оригинално увеличање 200x, сцале бар=100μм): миокард правилне 

организације; спирално оријентисане, разгранате, срчане мишићне ћелије повезане 

интеркалатним дисковима. Попречна испруганост је очувана. Једра су централно 

постављена. Пасивна хиперемија зида леве коморе (А - Е). Интрамурални огранци 

коронарних артерија су без промена (Е и Ф). 

 

 

 



104 

 

Метионин+ L-цистеин група (Група Ц) 

 

Срце експерименталних животиња групе Ц је правилне хистолошке грађе. 

Разликују се ендокард, миокард и епикард. Ендокард је састављен од ендотела и 

субендотелног везивног ткива. Ендотел је правилне, очуване грађе, без уочљивих 

оштећења. Субендотелно везивно ткиво је слабо развијено. Миокард се састоји од 

спирално оријентисаних срчаних мишићних ћелија. Попречна испруганост је очувана. 

Једра су централно постављена. Ћелије су разгранате на крајевима и повезане 

интеркалатним дисковима (Слика 7. А-Ф). У овој групи уочене су следеће промене: 

пасивна хиперемија зида леве коморе (Слика 7. А-Ф); и фокална екстравазација 

еритроцита (Слика 7. -Ф). Интрамурални огранци коронарних артерија су без промена. 

Нема интерстицијалне фиброзе. Нема некрозе. Нема постинфарктних ожиљних промена. 

Нема интерстицијалног едема. Епикард је правилне грађе. Састоји се од растреситог 

везивног ткива и слоја мезотела. 
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Слика 7. Ткиво срца. Група Ц. (бојење хематоксилином и еозином, (А и Б) оригинално 

увеличање 100x, скале бар=200μм; (Ц и Д) оригинално увеличање 200x, скале бар=100μм; 

(Е и Ф) оригинално увеличање 400x, скале бар=50μм): миокард правилне организације; 

спирално оријентисане, разгранате, срчане мишићне ћелије повезане интеркалатним 

дисковима. Попречна испруганост је очувана. Једра су централно постављена. Пасивна 

хиперемија зида леве коморе (А - Ф). Фокална екстравазација еритроцита (Ц – Ф). 

 

Метионин+N-ацетил-L-цистеин група (Група Н) 

Срце експерименталних животиња групе Н је правилне хистолошке грађе.  

Разликују се ендокард, миокард и епикард. Ендокард је састављен од ендотела и 

субендотелног везивног ткива. Ендотел је правилне, очуване грађе, без уочљивих 

оштећења. Субендотелно везивно ткиво је слабо развијено. Миокард се састоји од 

спирално оријентисаних срчаних мишићних ћелија. Попречна испруганост је очувана. 
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Једра су централно постављена. Ћелије су разгранате на крајевима и повезане 

интеркалатним дисковима (Слика 8. А-Ф). У овој групи уочене су следеће промене: 

пасивна хиперемија зида леве коморе, најизраженија у исечцима са ознаком Н5 (Слика 8.-

А и Б); пасивна хиперемија зида десне коморе, најизраженија у исечцима са ознаком Н1; 

лак периваскуларни едем, најизраженији у исечцима са ознаком Н5 (Слика 8. -Д и Е); лак 

интрацелуларни едем и вакуолизација појединих кардиомиоцита (Н5) (Слика 8. -Е); 

екстравазација еритроцита (Слика 8. А-Е); и свежи тромб у десној комори – исечци Н5 

(Слика 8. -Ф). Интрамурални огранци коронарних артерија су без промена. Нема 

интерстицијалне фиброзе. Нема некрозе. Нема постинфарктних ожиљних промена. Нема 

интерстицијалног едема. Епикард је правилне грађе. Састоји се од растреситог везивног 

ткива и слоја мезотела. 
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Слика 8. Ткиво срца. Група Н. (бојење хематоксилином и еозином, (А, Б, Д и Ф) 

оригинално увеличање 100x, сцале бар=200μм; (Ц) оригинално увеличање 200x, сцале 

бар=100μм; (Е) оригинално увеличање 400x, сцале бар=50μм): миокард правилне 

организације; спирално оријентисане, разгранате, срчане мишићне ћелије повезане 

интеркалатним дисковима. Попречна испруганост је очувана. Једра су централно 

постављена. Пасивна хиперемија зида леве коморе (А и Б); лак периваскуларни едем - 
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стрелица (Д и Е); лак интрацелуларни едем и вакуолизација појединих кардиомиоцита - 

стрелица (Е); екстравазација еритроцита (Е); свежи тромб у десној комори (Ф). 

Интрамурални огранци коронарних артерија су без промена (Д и Е).
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 Главни циљ истраживања је био да испита акутне и субхроничне ефекте 

аминокиселине метионина (самостално или у комбинацији са L-цистеином или N-ацетил-

L-цистеином) на различите функционалне, биохемијске и хистолошке параметре 

кардиоваскуларног система код пацова. Овај циљ је произашао из претходних сазнања да 

повећана концентрација метионина путем свог метаболизма изазива акумулацију 

хомоцистеина што све заједно негативно утиче на кардиоваскулрну хомеостазу и повезује 

се са настанком кардиоваскуларних болести (199, 200). Најновији литературни подаци 

показују да хиперметионинемија и/или хиперхомоцистеинемија имају важну улогу у 

појави ендотелне дисфункције и атерогенезе (199-201). Претпостављени механизам ових 

негативних ефеката најчешће укључује генерисање слободних кисеоничних и азотних 

врста и тиме повећани оксидациони стрес. Оксидациона оштећења ендотелних ћелија и 

кардиомиоцита се системски манифестују кроз промене у различитим функционалним, 

биохемијским и морфолошким маркерима у крви и ткивима (200-202). 

 Поред тога, уочено је да појачани унос метионина корелира са хематолошким 

променама као што су пораст концентрације метхемоглобина или оштећење мембране 

еритроцита коју изазивају хемолитичку анемију (203). Такође је показано да метионин 

испољава директна штетна дејства на ткива као што су срце (204), мозак (205) и јетра 

(206). Мада ови механизми нису до краја расветљени, вероватно подразумевају 

стимулисање оксидационог стреса (207). 

 Сумпоровите аминокиселине су први пут откривене давне 1848. године у 

лабораторији чувеног немачког хемичара Јустуса фон Либига који се сматра оснивачем 

органске хемије (Justus Freiherr von Liebig, 1803-1873) (208). Најпре је откривена топлотна 

нестабилност протеина у јаким алкалним растворима, који ослобађају H2S и NH3. Потом 

су 1902. године идентификоване две аминокиселине које садрже сумпор међу којима је 

једна одмах правилно означена као цистеин. Назив друге аминокиселине је уврђен готово 

три деценије касније када су Barger и Coyne 1928. године утврдили њену хемијску 

формулу као ɤ-метилтиол-α-аминобутерна киселина и предложили име метионин (208).  

 Метионин je есенцијална аминокиселина и постоји у два изомера (L- и D-

метионин) од којих L-облик преовладава у природи. Оба облика могу се метаболисати 
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помоћу DL-рацемазе, која је важна за примену хемијски синтетизованог DL-метионин 

рацемата као додатка у прехрамбеној индустрији (208).  

 Путем реакција трансметилације метионин донира метил групе, преноси их на 

одређени акцептор, чиме учествује у продукцији бројних једињења значајних за наш 

организам: адреналина, креатина, ансерина, саркозина, бетаина, карнитина, холина, 

полиамина итд. Метил група метионина је везана за сумпор, која се лако преноси на неки 

други молекул. Реакције трансметилације почињу најпре везивањем метионина за АТР, 

при чему се аденозин везује за метионин и настаје S-аденозил-метионин (SAM) или 

активни метионин. Ова реакција је катализована ензимом S-аденозин-метионин 

трансферазом. Када је метионин у активном облику врло ефикасно преноси метил групу 

на амино или хидроксилну групу другог једињења (209). Када се метил група одвоји од S-

аденозил-метионина настаје S-аденозил хомоцистеин. Хидролизом S-аденозил-

хомоцистеина се добијају хомоцистеин и аденозин. Овако формирани хомоцистеин се 

сједињује са серином градећи цистатион, уз дејство ензима цистацион синтетазе. 

Цистатион се деловањем цистатионазе разграђује на цистеин и хомосерин. Зато метионин 

представља прекурсор и других тиоаминских аминокиселина: хомоцистеина, цистеина и 

цистина (209). Са патофизиолошког аспекта управо је хомоцистеин, најважнији метаболит 

метионина и дејства метионина на наш организам, поготово у стању његових повишених 

концентрација, те су се ефекти метионина посматрали пре свега кроз призму пораста 

вредности хомоцистеина, али не и директни ефекти метионина. 
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5.1 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА АКУТНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-

МЕТИОНИНА 

 

 У акутној серији експеримената је испитиван утицај акутног оптерећења DL-

метионином који је апликован једнократно у дози од 0,8 mmol/kg/тм. На овај начин смо 

желели да утврдимо акутне ефекте ове есенцијалне аминокиселине на параметре 

оксидативног стреса у плазми пацова и на активност ензима ацетилхолинестеразе у ткиву 

срца и мозга пацова.  

 Резултати које смо добили су показали да акутна стимулација DL-метионином 

изазива повећану активност ензима каталазе (CAT) и глутатион пероксидазе (GPx) док су 

вредности MDA и SOD остале непромењене (Табела 1). Ови налази индикују да акутна 

апликација метионина снажно мобилише прву ензимску линију заштите од оксидационих 

оштећења (CAT и GPx). На тај начин, изгледа да је акутни одговор антиоксидационог 

ензимског система заштите на метионин појачана активација CAT и GPx. Очигледно да је 

за промене активности SOD вероватно био потребан дужи период експозиције овом 

аминокиселином. Поред тога, порастом активности CAT и GPx се може објаснити и 

одсуство пораста липидне пероксидације (MDA) након акутне хиперметионинемије.  

 Повезаност метаболизма метионина и параметара оксидативног стреса је доказана 

у многим истраживањима. Ипак још увек постоје непознанице и контроверзе у којој дози 

и дужини експозиције метионин може потенцирати или супримирати оксидациони стрес. 

(210). Најновија студија из 2018. године је сугерисала да третман D-метионином у дози од 

(300 mg/kg) током три недеље може узроковати пораст активности антиоксидационог 

заштитног система код пацова и тиме ублажити нефротоксични ефекат цисплатине (211). 

 Ранији подаци показују да рестрикција уноса метионина путем хране такође може 

да интерферира са про- и анти-оксидативном молекулима редокс система пацова. Наиме, 

Madineni и каоутори су испитивали ефекте уноса или рестрикције уноса метионина код 

пацова на оксидационе и антиоксидационе параметре код пацова током шест месеци. 

Аутори су закључили да шестомесечни прекид конзумирања ове аминокиселине изазива 

смањење вредности про-оксидационих молекула у крви и јетри незaвисно од фунцкије 

антиоксидационих ензима (GPx) код којих је забележена снижена активност (212).  
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 Претходно истраживање Azada и сарадника је указала да и краћа администрација 

метиониа у трајању од 3,5 дана у дози од 400 mg/kg може да спречи оксидациона 

оштећења тубула бубрега пацова. Механизам овог протективног ефекта метионина је 

подразумевао снижење митохондријалне продукције супероксид анјон радикала (213).  

 Као што може да се уочи из компарације са претходним студијама, већина података 

о утицају метионина на оксидациони стрес су везана за хронична стања и дужу 

администрацију ове аминокиселине док о дејствима метионина у условима његовог 

акутног пораста готово да нема података. Поред тога, приметно је да је концентрација 

примењеног метионина у свим овим студијама висока, што битно утиче на добијене 

налазе. У том смислу резултати овог дела нашег истраживања могу да буду од значаја, 

нарочито са аспекта упоређивања са ефектима субхроничне апликације метионина. 

 У другом делу акутне фазе истраживања имали смо за задатак да истражимо ефекте 

стимулације DL-метионином на активност ензима ацетилхолинестеразе (AChE) у ткиву 

срца и мозга пацова. Резултати које смо добили показују да акутно оптерећење 

метионином не изазива промењену активност овог ензима у оба испитивана ткива (Табела 

2).  

 AChE се углавном налазе у неуромишићној спојници и холинергичким синапсама у 

мозгу где имају превасходну сврху завршавања синаптичке неуротрансмисије. У току 

неуротрансмисије АСh се ослобађа у синаптичку пукотину и везује за холинергичке 

рецепторе на постсинаптичкој мембрани преносећи сигнал из неурона. AChE која се 

налази на постсинаптичкој мембрани завршава трансмисију сигнала разграђујући 

(хидролизирајући) АСh. AСhE има два активна места-ањонско и естарско. При 

интеракцији AСh и AСhE долази до хидролизе AСh, ацетиловања естарског места AСhE и 

ослобађање холина. Ацетилована AСhE затим реагује с водом, ствара се сирћетна 

киселина и слободна AСhE. Тако ослобођени холин се поново преузима од стране 

пресинаптичког нерва и користи са поновну синтезу ацетилхолина комбиновањем са 

ацетил–СоА уз помоћ ензима холин ацетилтрансферазе (214). 

 Поред AСhE, холинестеразама припада и бутирилхолинестераза (неспецифична 

холинестераза, ВСhE). Разлика између ацетилхолинестеразе и бутирилхолинестеразе 

установљена је на основу њиховог различитог афинитета према појединим естрима 

холина. Брзина којом ацетилхолинестераза разлаже естре холина опада са продужењем 
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угљоводоничног ланца: ацетилхолин, пропионилхолин, бутирилхолин, док код 

бутирилхолинестеразе брзина хидролизе опада обрнутим редом. Такође, за разлику од 

бутирилхолинестеразе, ацетилхолинестераза разлаже ацетил-ß-метилхолин, али не и 

бензоилхолин. Насупрот ацетилхолинестеразе, јасна физиолошка функција 

бутирилхолинестеразе још увек није позната. Међутим, познато је из клиничке праксе да 

код генетски узрокованог или стеченог дефицита бутирилхолинестеразе, примена 

деполаризујућег мишићног релаксанта суксаметонијума доводи до пролонгиране, по 

живот опасне, нервно-мишићне парализе (215, 216). 

 Ацетилхолинестераза постоји у неколико изоформи (AСhET, AСhER и AСhEH), 

без обзира што је код сисара продукт само једног гена, захваљујући различитим 

посттранслационим модификацијама и удруживању са структурним протеинима. Поред 

каталитичке улоге везане за ацетилхолин, показано је да овај ензим може имати и друге 

неензимске функције, укључујући трофичке утицаје, ефекте на ћелијску пролиферацију и 

диференцијацију, као и одговор на различите стимулусе, укључујући стрес. С обзиром да 

је ацетилхолинестераза одговорна за хидролизу ацетилхолина у холинергичким 

синапсама, дејство ацетилхолина у синаптичким пукотинама зависи од активности овог 

ензима (217).   

 Интеракција метионина и ацетилхолинестераза је повезана са чињеницом да поред 

холина и метионин може да буде прекурсор за синтезу ацетилхолина (20). Ипак 

повезаност метионина и овог ензима је до сада мало позната, слабо изучавана и готово 

искључиво је везана за мождано ткиво. У недавно спроведеној студији Vučević и 

сарадници су испитивали утицај депривације метионина на активност  

ацетилхолинестеразе у јетри и различитим регионима мозга пацова (хипокампус, 

хипоталамис, кортекс) (218). Након шестонедељног праћења и третмана аутори су 

показали да у условима метионинског дефицијента долази до пораста активности 

ацетилхолинестеразе и јетри и можданим регионима мишева (218). 

 У другој раније спроведеној студији Hrnčić и коаутори су имали за циљ да утврде 

утицај метионина на мождану активност ацетилхолинестеразе у мозгу пацова након 4 

недеље третмана. Аутори су закључили да хронично оптерећење метиониом изазива 

смањење активности овог ензима у кортексу пацова (178).  
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 На основу свих ових сазнања се закључује да метионин може активно да учествује 

у контроли и модификацији холинергичке активности у различитим ткивима нарочито у 

можданом. У светлу ових налаза, резултати наше студије указују да акутно примењени 

метионин није имао временског и концентрационог потенцијала да промени активност 

ацетилхолинестеразе у оба испитивана органа и тиме утиче на холинергичку функцију у 

њима.  

 

5.2 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ 

DL-МЕТИОНИНА НА БИОХЕМИЈСКЕ ПАРАМЕТРЕ ПАЦОВА 

 

 Први циљ субхроничне серије експеримената је био да испита утицај субхроничне 

администрације DL-метионином у трајању од 3 недеље, самостално или у комбинацији са 

L-цистеином или N-ацетил-L-цистеином,  на различите биохемијске показатеље пацова. 

 Путем ко-апликације са неком од поменутих сумпоровитих аминокиселина имали 

смо намеру да утврдимо какав ефекат има њихово удружено дејство (синергистички или 

антагонистички ефекат) у условима њиховог заједничког оптерећења код пацова.  

 N-ацетил-L-цистеин (NAC) је аминотиолна киселина која представља синтетички 

производ L-цистеина, а значајан је прекурсор за синтезу глутатиона (219). Досадашња 

истраживања показују протективно, антиинфламаторно и антиоксидационо дејство NAC 

на експериментално изазван колитис код пацова (220). N-ацетил-L-цистеин може да утиче 

на неколико сигналних путева, укључујући апоптозу, ангиогенезу, раст ћелија, редокс 

регулисану генску експресију и инфламаторни одговор (221). Поред тога, протективна 

својства NAC-а су забележена и у истраживањима на људима када је показано да 

суплементација овим једињењем унапређује оксидациони статус пацијената након 

абдоминалних хируршких интервенција (222). На овај начин се може увидети да употреба 

NAC-а може бити и од клиничког значаја. 

 NAC настаје ацетиловањем L-цистеина која је ћелијама важан као прекурсор у 

синтези глутатиона (223). NAC може да буде значајан извор сулфхидрилних (-SH) група 

током култивације ћелија, али је битан и као ацетиловани прекурсор редукованог 

глутатиона и као агенс који директно неутралише ROS и слободне радикале азота (224). 
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 Kао антиоксиданс NAC делује директно и/или повећањем интрацелуларне 

концентрације редукованог глутатиона, посебно у хепатичном ткиву. Примена NAC-а је 

описана корисном у многим хроничним клиничким стањима, као што је инфламаторна 

болест црева, опструктивна плућна болест и друге плућне болести, системска склероза, 

цистична фиброза, синдром хумане имунодефицијенције, септични шок, дијабетес и 

болести јетре (225). Потврда антиоксидативног потенцијала NAC-a је утврђена и у моделу 

хроничног оштећења јетре код пацова (199). 

 Са друге стране, током свог метаболичког пута метионин трансметилацијом гради 

цистеин и цистин (219). Тако настали цистеин поседује значајну биолошку активност и 

значај будући да садржи реактивну тиолну групу. Као и друга тиолна једињења цистеин 

улази у оксидо-редукционе реакције и остварује антиоксидациона својства (219). У 

литератури је доказано да цистеин може имати заштитне утицаје у анималном моделу 

улкуса желуца пацова (226). 

 L-цистеин, као и NAC, неутралише ефекат метионина усмерен ка редукцији 

настанка гојазности. Један од потенцијалних механизама овог дејства L-цистеина може да 

буде активација ензима стеароил-коензим А десатуразе (227). Осим тога, L-цистеин као и 

остала једињења која садрже цистеинску групу учествују у контроли лучења инсулина и 

одржавању физиолошког опсега глукозе у крви, путем редукције гликооксидације (227). У 

једној од најранијих студија која се бавила овом проблематиком је истраживан утицај 

високих концентрација DL-метионина и L-цистеина на функцију и морфологију јетре 

пацова и уочено је да преоптерећење сумпоровитим аминокиселинама у кратком 

временском периоду узрокује атрофију и оштећење јетре (228). 

 Пре биохемијских налаза на овом месту ћемо се осврнути на резултате који се 

односе на телесну масу пацова. Телесна маса пацова је измерена пре почетка апликације 

DL-метионина, а потом праћена првог, седмог, четрнаестог и двадесетпрвог дана након 

почетка третмана. Одговарајућом анализом резултата смо уочили да су све групе 

третиране метионином имале већу масу током свих временских тачака мерења да би се на 

крају експерименталног периода изједначиле са контролном групом (Табеле 3-5). Ови 

налази показују да прираст телесне маце услед администрације метионина постоји током 

прве три недеље и након тога се губи. Поред тога, додатак друге две сумпоровите 

аминокиселина (L-цистеин или N-ацетилцистеин) није утицао на промене у телесној маси.  
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 У недавно спроведеној студији је између осталог проучаван утицај тронедељног 

оралног уноса D-метионина (300 mg/kg телесне масе) на пораст телесне масе код пацова 

који су услед примене цисплатине били анорексични (211). Показано је да ова форма 

метионина има позитиван анти-анорексични ефекат и повећава телесну масу ових пацова 

(211). Разлика у резултатима наше и поменуте студије су последица самог дизајна, будући 

да је наша студија спроведена на здравим животињама, док је доза и облик метионина 

такође био различит.  

 Као што је поменуто, допунски задатак овог дела студије је био да испита утицај 

субхроничног метионинског оптерећења самостално или у комбинацији са поменутим 

сумпоровитим аминокиселинама на специфичне биохемијске параметре у серуму пацова 

(вредности хомоцистеина, фолне киселине и витамина B12). Анализом резултата је уочено 

да се вредности хомоцистеина нису разликовале између група, што показује да доза 

примењеног метионина као и дужина експозиције није била довољна да метаболизам обе 

аминокиселине усмери у правцу акумулације хомоцистеина. У нашој претходној студији 

смо показали да су пацови третирани са исхраном обогаћеном метионином (са или без 

дефицита у витаминима B комплекса) током 4 недеље повећали ниво хомоцистеина 

посебно у условима дефицита комплекса витамина B (229). Такође, неке студије 

спроведене на људима истичу да стимулација метионином не мора увек да буде повезана 

са повећањем концентрације хомоцистеина и да се ово повећање може јавити у само 33% 

случајева (230). 

 Поред тога, снижење концентрације витамина Б12 може да корелира са вредностима 

хомоцистеина, будући да је овај витамин могао да буде потрошен за метаболисање 

хомоцистеина у метионинском циклусу (209), услед чега је реметилација метионина била 

очувана и вредности хомоцистеина се нису значајније повећавале.  

Поред специфичних биохемијских маркера, након тронедељне администрације 

метионина, у серуму пацова су одређиване концентрације рутинских биохемијских 

показатеља као што су глукоза, уреа, креатинин, мокраћна киселина, укупни билирубин и 

протеини, албумин, укупни холестерол, HDL, триглицериди, јонограм (натријум (Nа
+
), 

калијум (К
+
), хлор (Cl

-
), калцијум (Ca

2+
), гвожђе (Fe), аспартат и аланин аминотрансфера 

(ASТ и ALТ), алкална фосгатаза (ALP), гама-глутарил трансфераза (γGT), амилаза (Аl) и 

C-реактивни протеин (CRP).  
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Одређивањем читавог спектра стандардних биохемијских анализа желели смо да 

испитамо системски одговор пацова на субхронични третман метионином, као и могућу 

улогу друге две сумпоровите аминокиселине у оствареним ефектима. Подаци о утицају 

метионина и/или хомоцистеина на поменуте показатеље су у доступној литератури веома 

оскудни и неусаглашени. 

Наши резултати су показали да након субхроничног третмана метионином није 

било разлика у вредности гликемије, као ни у случају комбиноване примене са неком од 

две испитиване сумпоровите аминокиселине (Табеле 8 и 9). За разлику од овог резултата, 

наша претходна студија је указала да акутна хиперхомоцистеинемија може бити повезана 

са повећањем вредности глукозе пацова (231). У другим истраживањима је закључено да 

хиперхомоцистеинемија такође може да изазове повећање индекса инсулинске 

резистенције код пацова (232). Поред тога је показано да двонедељни третман пацова са 

DL-хомоцистеином узрокује снижење церебралне експресије GLUT-1, што је за последицу 

имало оштећење церебралних крвних судова (233). Са аспекта сазнања ових студија, и с 

обзиром да након апликације метионина вредности хомоцистеина у садашњем 

истраживању нису биле повишене, резултат који смо добили може бити очекиван. 

Са друге стране вредности урее, креатинина и мокраћне киселине су биле ниже 

након апликације метионина (Табеле 8 и 9). Бубрези представљају важне органе у 

метаболизму свих аминокиселина, а тиме и метионина односно хомоцистеина. У нашој  

претходној студији смо показали да акутна хиперомоцистеинемија не изазива промене 

вредности урее, креатинина и мокраћне киселине (231), иако је у другим истраживањима 

забележено да дуготрајно повишене вредности хомоцистеина узрокују бубрежну фиброзу 

и ремоделовање бубрежног матрикса (234).   

Утицај метионина или хомоцистеина на липидни статус је мало познат, поготово у 

експерименталним условима. У нашем претходном истраживању је забележен пораст 

вредности HDL и LDL фракције холестерола након акутне апликације токсичног 

хомоцистеин тиолактона (231), што је у корелацији са садашњим налазима у смислу 

пораста вредности триглицерида (Табела 10). Други аутори су сугерисали да је хронична 

примена веће дозе хомоцистеин тиолактона током тридесет дана (1g/kg телесне масе) била 

повезана са повећањем вредности и триглицерида и холестерола (235). Међусобни утицај 

метионина или хомоцистеина и липидних молекула је такође слабо проучаван. Ипак, један 
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од понуђених механизама путем кога поменута тиолна једињења могу да мењају липидни 

статус подразумева индукцију оксидационог стреса ендоплазматског ретикулума од 

стране хомоцистеина (236). На овај начин настаје активација стерол регулишићих 

елемената-везујућих протеина (енгл. sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs)) 

што у крајњем има за последицу повећану експресију гена одговорних за биосинтезу 

холестерола и триглицерида (236).  

Ефекти метионина или хомоцистеина на електролитни баланс појединих јона је 

нешто испитиванији. Ово се нарочито односи на утицај метионина на фунцију 

натријум/калијум измењивачке пумпе. У једном од ранијих истраживања је испитана 

повезаност гестационе хиперметионинемије на активност натријум/калијум АТР-азе у 

мозгу пацова (237). Бременитим женкама Wistar albino пацова је два пута дневно 

апликован метионин током гестационог периода (21 дан) у дози од 1,34-2,68 μmol/г 

телесне масе. Након жртвовања женки и новорођених пацова је забележена нижа мождана 

активност натријум/калијум, али магнезијум АТР-азне пумпе (237). 

Претпостављени механизам којим метионин утиче на рад ових пумпи је 

највероватније посредован повећаном продукцијом слободних радикала (238). Поред тога, 

сматра се да метионин смањује митохондријалну продукцију АТР-а, чиме додатно ремети 

енергетику рада поменутих пумпи. Ова сазнања зато индикују да метионин може да утиче 

на јонски транспорт ћелије и тиме мења концетрациони градијент јона, а тиме и 

ексцитабилна својства ћелија. Садашња студија је показала да су вредности два 

најважнија екстра- и интра-ћелијска катјона након субхроничног третмана метионином 

различита тј. вредности натријума су биле више, а калијума ниже (Табеле 10 и 11), што 

може да буде последица оштећења функције натријум/калијум пумпе.  

Са друге стране, постоје индиције да метионин и хомоцистеин могу да утичу и на 

морфо-функционалне промене јетре. Оваква повезаност се објашњава чињеницом да јетра 

поседује највећи катаболички капацитет за метионин и тиме и за хомоцистеин, док 

повишене вредности оба тиолна једињења могу да изазову појаву оксидационог и 

нитрозативног стреса у хепатоцитима (239). Резултати претходне студије су показали да 

хронични третман метионином током осам недеља (100 mg/кг) може да изазове 

дисфункцију хепатоцита  пацова (199). Потенцијални механизам овог негативног дејства 

метионина је повећана продукција реактивних кисеоничних врста (199).  
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За разлику од ових налаза, резултати наше студије показују да субхронични 

третман метионином може бити повезан са снижењем вредности показатеља јетрине 

функције (AST, ALT и ALP) (Табела 12). Интересантно је да самостална администрација 

метионина изазива најевидентнију редукцију јетриних ензима у односу на комбиновану 

примену са L-цистеином или N-ацетилцистеином. Изгледа да удружено дејство тиолних 

аминокиселина због метаболичких функција хепатоцита више оптерећује ове ћелије. На 

основу ових сазнања може се закључити да у примењеној дози и дужини аплицирања 

метионин остварује хепатопротективан ефекат. Очигледно да дејства овог тиолног 

једињења на хепатоците зависе од примењене дозе и дужине експозиције.  

 Последњи биохемијски параметар који је одређиван у нашој студији је маркер 

акутне фазе инфламације, С реактивни протеин. Утицај метионина и/или хомоцистеина на 

генерисање С реактивног протеина је последњих деценија интензивно проучаван. 

Литературни подаци показују да хомоцистеин може да стимулише повећану продукцију С 

реактивног протеина васкуларних глатких мишића, чиме доприноси инфламацији 

ендотела и последичној атерогенези (240). Наши резултати указују да је субхронично 

оптерећење метионином повезано са повећаном продукцијом С реактивног протеина, при 

чему додатно оптерећење сумпоровитим аминокислеинама (L-цистеином или N-

ацетилцистеином) није битније утицало на постигнуте вредности (Табела 12).  

Поред поменутих биохемијских маркера, у нашој студији је испитиван и утицај 

субхроничне апликације метионина на параметре хемостазе (фибриногена, D-димер и 

Von-Willebrandov фактор) у серуму пацова. Дејство хомоцистеина или метионина на 

хемостазни систем је оправдана с обзиром да су оба тиолна једињења изузетно реактивна 

на ниову ендотела, поготово у стањима његовог оштећења и дисфункције (241). Jakom и 

коаутори су запазили да администрација L-метионина леукемичним мишевима спречава 

хиперфибринолитичку активност (241). Наши претходни налази указују да акутна 

хиперхомоцистеинемија може бити повезана са сниженом концентрацијом фибриногена 

(231), што је у корелацији са садашњим резултатима будући да је након субхроничне 

примене метионина забележена нижа вредност фибриногена. Као и ранијим случајевима 

коапликација L-цистеином или N-ацетилцистеином није значајније променила остварене 

ефекте.  
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 Повезаност метаболизма метионина и једињења која из њега произилазе и 

различитих компоненти хемостазног система је још увек недовољно јасна. На моделима 

ендотелних ћелија хумане умбиликалне вене и говеђе аорте је показано да након третмана 

хомоцистеина долази до повећане активности фактора V коагулације. Сматра се да 

хомоцистеин може да стимулише ендотелни активатор фактора V и започне каогулацију и 

независно од присуства тромбина (242). Хомоцистеин остварује своја про-коагулантна 

својства и инхибицијом физиолошких антикоагулацијских процеса. Третман аортних 

ендотелних ћелија свиње хомоцистеином редукује експресију гликозоаминогликана 

сличних хепарину на површини ових ћелија чиме их чини подесним за везивање 

тромбоцита (243). Ова сазнања су потврдиле и клиничке студије које су забележиле 

повезаност високог нивоа хомоцистеина и редуковане функције антитромбина III (244).  

 Истраживања на ћелијским културама су забележила да инкубација ендотелних 

ћелија хомоцистеином доводи до дозно-зависног смањења активности активатора ткивног 

плазминогена (245). Познато је да липопротеин А омета фибринолизу компетитивном 

инхибицијом са плазминогеном према фибрину. Хомоцистеин индукује везивање 

липопротеина А за фибрин и тако редукује активацију плазминогена (246).  

 Хомоцистеин такође може да делује и на екто АDP-азу, ензим који има улогу у 

разградњи АТP-а, једног од главних медијатора активације тромбоцита. У студијама на 

ћелијским културама је показано да хомоцистеин инхибира активност поменутог ензима 

чиме потенцира везивање тромбоцита за ендотел (247). Још један од штетних ефеката 

хомоцистеина се огледа у инибицији продукције простациклина (који имају снажна 

антиaгрeгациона и антиинфламаторнa својства), али само при изразито високим 

концентрацијама (248).  

 Директни ефекти хомоцистеина на тромбоците су још увек нејасни и 

неусаглашени. Иако су прва истраживања на људима и павијанима показала да 

хомоцистеин може да поремети кинетику тромбоцита (249), касније студије нису добиле 

такве резултате (250). McDonald и коаутори су пронашли повећану адхезивност 

тромбоцита код хомоцистеуричних пацијената (251), док in vitro истраживања нису 

забележила значајну разлику између ових пацијената и контролне групе (252). Ипак, да 

хомоцистеин чешће испољава про-каогулациона својства, показују in vitro студије у 
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којима је хомоцистеин довео до пораста синтезе тромбоксана А2, про-тромбогеног 

молекула и најснажнијег вазоконстриктора у организму (253).  

Познато је да оксидација метионина успорава брзину активације протеина С од 

стране тромбомодулин-тромбинског комплекса, потенцира се активност фактора који 

активирају тромбин и изазивају стварање тромбоцитног чепа (254). Осим тога, метионин 

може да модификује активност и Von-Willebrandov-ог фактора као још једног важног 

прокоагулантног молекула.  

Peruteli и сарадници су 2005. године извели студију на здравим и женама са 

тромбозама у којој су испитивали утицај оралног оптерећења метионином на 

концентрацију и активност Von-Willebrandov-ог фактора (255). Закључено је да унос 

метионина код жена са тромбозом изазива пораст вредности хомоцистеина који улази у 

интеракције са фрагментима Von-Willebrandov-ог фактора и тиме снижава концентрацију 

овог молекула (255). У нашој студији смо уочили да су вредности Von-Willebrandov-ог 

фактора након апликације метионина биле ниже, али не значајно у односу на контролне 

услове, што може бити последица одсуства хиперхомоцистеинемије (Табеле 14 и 15). 
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5.3 ИСПИТИВАЊЕ ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ АДМИНИСТРАЦИЈЕ 

DL-МЕТИОНИНА НА ПАРАМЕТРЕ ОКСИДАЦИОНОГ СТРЕСА У 

ПЛАЗМИ ПАЦОВА И АКТИВНОСТ АЦЕТИЛХОЛИНЕСТЕРАЗЕ У 

ТКИВУ СРЦА ПАЦОВА 

 

 Други циљ субхроничне серије експеримената је био да испита утицај тронедељне 

апликације метионина самостално или удружено са поменутим сумпоровитим 

аминокиселинама на показатеље оксидационог стреса пацова и активност срчане 

ацетилхолинестеразе пацова. Разумевање интеракције метионина и хомоцистеина са једне 

и реактивних кисеоничних врста са друге стране може бити од великог значаја у 

разумевању дејстава ових тиолних једињења на ендотел и кардиоваскуларни систем 

уопште.  

 Као што је поменуто раније, осим MDA маркера липидне пероксидације ћелијских 

мембрана у нашој студији смо утврђивали активност ћелијских ензимских компоненти 

антиоксидационе заштите (SOD, CAT) и GPx). Унутарћелијска концентрација ROS зависи 

од управо од активности ових ензима и глутатион редуктазе (GSH). 

 Сматра се да су сви ови ензими веома важни за неутрализацију оксидационих 

оштећења свих ћелија које живе под аеробним условима. Супероксид дисмутазе (SOD) су 

широко распрострањени чиниоци система антиоксидативне одбране, које су McCord и 

Fridovich дефинисали као протеине који катализују вишак супероксид анјон радикала у 

водоник-пероксид, те на тај начин штите редокс сензитивне ћелијске макромолекуле од 

оштећења (256).   

 До сада су на нивоу ћелија сисара идентификоване три изоформе овог ензима: 

бакар, цинк-супероксид-дисмутаза (Cu,Zn-SOD), манган-супероксид-дисмутаза (Mn-SOD) 

и екстрацелуларна супероксиддисмутаза (EcSOD) (257). Mn-SOD изоформа је једина 

неопходна за опстанак аеробних организама, што је потврђено коришћењем Mn-SOD-

"нокаут" мишева, за које је показано да угину убрзо након рођења са израженим 

поремећајима на нивоу нервног система и срца (258). Занимљиви су резултати Shi и 

сардника из 2013. године, који су показали да дугоживеће мишеве у односу на обичне 

лабораторијске мишеве одликује повећање активности Cu,Zn-SOD и САТ док су млади, 

као и мање оксидационо оштећење ћелијских макромолекула у старости.  
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 Каталаза и пероксидаза преводе насцентни водоник-пероксид у воду (у случају 

каталазе кисеоник и воду). Крајњи резултат деловања свих поменутих ензимских 

компоненти система антиоксидационе заштите је уклањање две врсте радикала и њихова 

конверзија у воду (259). Schriner и сарадници (260) су показали да мишеви са повећаном 

експресијом каталазе имају животни век дужи за 20%, као и смањено оштећење 

митохондрија. 

 Метионин и хомоцистеин се сматрају веома реактивним тиолним молекулима, што 

им омогућава да између осталог, врло лако могу да се оксидују, продукују ROS (238, 261) 

и на тај начин директно оштете васкуларни ендотел (262). Склоности тиола да својом 

аутооксидацијом дају кисеонична једињења је доказана у ранијим истраживањима (262). 

Аутооксидација хомоцистеина у присуству металних јона омогућава транспорт два 

електрона на молекул кисеоника. Настали супероксид и тиол радикал су интермедијери у 

овој оксидоредукцији, са крајњим производом, водоник-пероксидом. Директно токсично 

дејство супероксид анјон радикала, се огледа у његовој склоност ка оксидацији 

липопротеина мале густине (LDL), односно утицају на повећано преузимање LDL 

честица, што је главни предуслов за настанак пенастих (foam) ћелија (263).  

 У зависности од природе оксидационих врста, метионин се може подвргнути 

двоелектронској оксидацији када гради метионин сулфоксид или једноелектронској 

оксидацији када формира катјоне метионинског радикала (264). Оба механизма реакције 

произилазе из каталитичке подршке суседних група, која стабилизују центре за реаговање 

са електронима. У in vivo условима, метионин сулфоксид се може редуковати под дејством 

метионин сулфоксид редуктазе (Msr), што указује на то да неки остаци метионин 

сулфоксида могу бити транзитно укључени само у деактивацију протеина путем 

реактивних врста кисеоника (264). Други остаци метионин сулфоксида могу да се 

акумулирају, у зависности од доступности метионин сулфоксид редуктазе. Осим тога, у 

патолошким стањима и током процеса биолошког старења нивои метионин сулфоксида 

могу се повећати као резултат мањег обима активности Msr-а и/или потребних кофактора 

(264). 

 Ендотелна цитотоксичност метионина и хомоцистеина може бити супримирана 

дејством NO-a, кога производи ендотел. Хомоцистеин и NO интeрагују под физиолошким 

условима, дајући S-нитрозохомоцистеин (265). Оба једињења и S-нитрозоцистеин, имају 
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значајна вазодилататорна и антиагрегацијска својства. Показано је да директно, тренутно, 

дејство хомоцистеина нема ефекта на агрегациона својства тромбоцита, али ако је 

инкубација продужена, агрегациони процес се убрзава. Разлог ове појаве је вероватно у 

постепеном пражњену пула NO-a. Уколико процес оштећења ендотела узме маха, на 

располагању је све мањи број ендотелних ћелија које могу да продукују NО, а то 

омогућава да цитотоксични ефекат хомоцистеина у функцији времена све више долази до 

изражаја (265). 

 Занимљиво је да је цистеин у плазми присутан у далеко већим концентрацијама од 

хомоцистеина (и такође је способан за аутооксидацију), али још увек непознатим 

механизмима не изазива оштећења ендотелних ћелија и није уврштен међу нове факторе 

ризика за развој КВБ (266). Са друге стране, тиолна група омогућава хомоцистеину да се 

понаша као антиоксиданс, што су и показале неке студије (267). Поред тога, транс-

сулфурациони пут метаболизма хомоцистеина игра кључну улогу у одржавању 

интрацелуларних депоа глутатиона, што је од фундаменталног значаја у функционисању 

антиоксидационог ендогеног заштитиног система (268).  

 Оксидациони стрес који индукује хомоцистеин не мора да потенцира атерогенезу 

искључиво путем аутооксидације. Бројне in vivo студије, користећи васкуларна ткива, 

сугеришу да хиперхомоцистеинемија доводи до поремећаја васкуларне релаксације, 

стварањем О2
–
 (269). О2

–
 потом реагује са ендотелним NО, резултирајући у формирању 

ОNОО-, што у крајњем, поред целуларних оштећења, ремети адекватну вазодилатацију 

(270). О2
–
 и ОNОО

-
 оштећујући ћелијске мембране, узрокују формирање липидних 

пероксида, и у случају ОNОО
-
, синтезу протеина, путем нитрације тирозина и 

последичним стварањем 3-нитротирозина. Хомоцистеин може такође умањити и 

антиоксидациони потенцијал ендотелних ћелија. Недавна истраживања су показала да 

ендотелне ћелије третиране хомоцистеином имају оштећeну експресију хем-оксигеназе 1 

(HО 1) и глутатион пероксидазе (GPx), што битно редукује њихов антиоксидациони 

капацитет (271).  

 Још један од потенцијалних оксидационих механизама путем кога хомоцистеин 

нарушава грађу и функцију ендотела, подразумева оксидациони стрес или оксидационо 

оштећење ендоплазматског ретикулима (ЕР). Претходне студије су известиле да повећани 

интраћелијски нивои хомоцистеина доводе до активације сигналног пута који стимулише 
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производњу ЕР `стресних` гена (GRP78, GRP94, Herp, и RTP), чиме индукује оштећење ЕР 

(270).  

 Хомоцистеин, али и цистеин, може изазвати губитак адхезионих способности 

ћелија чиме убрзава процес апоптозе. Сматра се да раздвајање (губитак адхезије) 

ендотелних ћелија под утицајем хомоцистеина, може настати индукцијом TDAG51 

фамилије гена, што је недавно доказано на АпоЕ-"нокаут" мишевима код којих је 

стимулација експресије ове фамилије гена изазвала атеросклеротске промене на терену 

хиперхомоцистеинемије (272).  

 Резултати садашње студије су показали да субхронична стимулација метионином 

изазива повећан степен липидне пероксидације, који је праћен снажним одговором 

каталазе из крви и ткива миокарда (Табела 16). Очигледно је да за разлику од акутне 

апликације метионина, дужа експозиција овој аминокиселини повећава липидна оштећења 

ћелијских мембрана, која су праћена компензаторно појачаном активношћу једног дела 

ензимског антиоксидационог система заштите. Поред тога, резултате системског редокс 

статуса је пратила и вредност каталазе у ткиву миокарда пацова, што може бити одраз 

локалног одговора на субхроничну апликацију метионина.  

 На основу ових налаза можемо увидети да тронедељни третман метионином може 

бити повезан и са системским, као и локалним променама у активности ензимских 

компоненти антиоксидационог одбрамбеног система. Такође, одсуство разлике у 

вредностима SOD и GPx може бити последица исцрпљености активности ових ензима 

након субхроничне апликације метионина. 

 Као што смо поменули раније, у нашој недавној такође смо испитивали ефекат 

метионина на маркере оксидационог стреса пацова изложених специјалној метионинској 

храни са или без дефицита витамина B комплекса у трајању од четири недеље (229). 

Уочено је да унос метионина поготово у условима недостатка витамина B комплекса 

изазива повећано ослобађање супероксид анјон радикала, које је праћено појачаном 

липидном пероксидацијом и умањеном активношћу антиоксидационог система заштите 

(229).  

 У нешто раније спроведеној студији утврдили смо да акутна 

хиперхомоцистеинемија стимулише појачану активност ензима антиоксидационе заштите 
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(SOD, CAT, GPx) (231), што је у сагласности са разултатима акутне серије експеримената 

садашњег истраживања.  

 Инострани аутори су такође забележили прооксидациони потенцијал метионина у 

различитим ткивима. Тако је истраживачка група на челу са Schweinberger-om више пута 

нотирала појачану продукцију слободних радикала у јетри и мозгу пацова након уноса 

метионина (237, 238).  

 Узевши у обзир сазнања садашње и поменутих студија можемо да закључимо да 

метионин може да утиче на елементе редокс система нашег организма и ензимским 

компонентама антиоксидационе заштите, што објашњава неке од његових штетних 

ефеката на различите органске системе.  

 Са друге стране, поред испитивања утицаја субхроничне апликације метионина на 

оксидациони стрес, наредни задатак нам је био да утврдимо ефекте ове аминокиселине на  

активност ацетилхолинестеразе у ткиву миокарда пацова. 

 За разлику од можданог ткива, присуство и улога ацетилхолинестеразе у срцу 

сисара је много мање изучавана и позната. Експерименталне хистохемијске и биохемијске 

студије су утврдиле присуство ацетилхолинестеразе у ткиву срца сисара. Ове студије су 

откриле да је концентрација АChE већа у преткоморама у односу на коморе што може 

бити важно у вагусној контроли спроводног система срца (273). Са друге стране 

присуство ацетилхолинестеразе у вентрикулумима потврђује негативан инотропни ефекат 

холинергичког нервног система. Концентрација овог ензима у ткиву срца сисара је 

нарочито велика у региону СА чвора десне преткоморе и базе десне коморе. Осим тога, 

заступљеност АChE у десној преткомори је много већа него у левој.  Оваква локализација 

ацетилхолинестеразе је у корелацији са негативним хронотропним и дромотропним 

утицајем вагуса. 

 Већина сазнања о утицају хиперхомоцистеинемије на активност холинестераза је 

добијена на основу малобројних in vitro студија које су проучавале ову проблематику у 

ткиву мозга. У in vitro условима је показано да хиперхомоцистеинемија изазива смањену 

активност ацетилхолинестеразе (274). Сугерисано је да је добијена инхибиција 

ацетилхолинестеразе посредована оксидационим стресом (275).  

 Друго истраживање је показало да метионин нема ефекта, док хомоцистеин 

инхибира активност бутирлихолинестеразе (276). Остварена инхибиција је била по типу 
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компетитивне инхибиције. In vivo и in vitro студијом, Scherer и сарадници су указали да 

акутна хиперхомоцистеинемија инхибира активност холинестераза у серуму људи и 

пацова (277). Резултати домаћих аутора су сугерисали да акутна апликација хомоцистеин 

тиолактона у дози од 5,5 mmol/kg изазива значајно смањење активности 

ацетилхолинестеразе у хомогенату ткива срца, без статистички значајних ефеката на 

активност овог ензима у крви пацова (278). Тиме је назначена улога метаболита 

хомоцистеина, тј. хомоцистеин тиолактона, као медијатора ових ефеката. 

 Резултати садашњег истраживања су показали да је за разлику од акутне, 

субхронична стимулација метионином била повезана са нижом активношћу срчане 

ацетилхолинестеразе. Налази из оба дела истраживања зато индикују да дужина 

изложености може бити један од фактора који одређују ефекте ове аминокиселине на 

активност поменутог ензима. На овај начин субхронична експозиција метионину може да 

мења холинергичку контролу срчане функције, односно да редукцијом разградње 

ацетилхолина потенцира снажнији и дуготрајнији негативни холинергички ефекат на срце 

пацова. Ова сазнања су у корелацији са претходно поменутом студијом у којој је након 

третмана пацова храном обогаћеном метионином током три недеље забележено снижење 

активности ацетилхолинестеразе у свим структурама мозга пацова (178).  

 На основу свих ових сазнања можемо уочити да метионин у довољној 

концентрацији и при довољном временском периоду експозиције може да утиче на 

функцију ацетилхолинестеразе у различитим ткивима, што потврђује његов системски 

ефекат. 
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5.4 ХИСТОПАТОЛОШКА АНАЛИЗА ЕФЕКАТА СУБХРОНИЧНЕ 

АДМИНИСТРАЦИЈЕ DL-МЕТИОНИНА   

 

 Упоредо са осталим анализама након субхроничне серије експеримената 

прикупљени су исечци ткива аорте (десцендентна торакална и абдоминална аорта) и срца 

како би се добијени резултати посматрали са морфолошког аспекта.  

 Резултати које смо добили су показали да тронедељни третман DL-метионином 

(самостално или у коминацији са неком од испитиваних аминокиселина) није био повезан 

са хистолошким променама десцендентне торакалне и абдоминалне аорте (Слике 1-4). Са 

друге стране, субхронични ефекти метионина на ткиву срца су се огледали у постојању 

пасивне хиперемије зида леве коморе, док је заједничка апликација DL-метионина са L-

цистеином уз пасивну хиперемију изазвала и екстравазацију еритроцита. Најобимније 

промене су забележене у случају комбинације DL-метионина и N-ацетил-L-цистеина када 

је поред пасивне хиперемије зида обе коморе уочена појава лаког периваскуларног и 

интрацелуларног едема уз вакуолизацију појединих кардиомиоцита и присуство тромба у 

десној комори (Слике 5-8) 

 Литературни подаци који се односе на хистолошке промене кардиоваскуларног 

система изазване метионином и/или хомоцистеином су протеклих година интензивније 

проучаване, али са још увек неусаглашеним сазнањима.  

 У недавно објављеној студији је испитиван утицај метионинске исхране на 

морфолошке промене срчаног мишића CBS дефицијентних мишева. Забележено је да 

хронично оптерећење метионином изазива ремоделовање васкуларних и матриксних 

структура срца путем усходне регулације матриксних металопротеиназа 3 и 9 (ММР3 и 

ММР9) и акумулације колагена (279). 

 Orgeron и сарадници су истраживали ефекте метионинске рестрикције током 

периода од дванаест недеља на морфолошке и функционалне карактеристике 

аполипопротеин Е дефицијентних мишева (280). Аутори су након завршеног 

експерименталног периода показали да су мишеви на рестрикцији уноса метионина имали 

мању масу срца и виши однос маса срца/маса тела (280). Упркос овим променама нису 

примећене разлике у хистолошкој грађи срчаних структура, као и фунцији срца, док је 
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забележена усходна регулација метаболичких сигналних путева кардиомиоцита који 

обухватају протеин киназу Prkaa1 и глукозни транспортер Glut 4 (280). 

 Приметно је да је највећи број студија које су проучавале хистопатолошке аспекте 

утицаја метионина и хомоцистеина на срце и крвне судове биле спровођене на мишевима, 

док су истраживања на другим врстама укључујући куниће и пацове ређе.  

 Једна од ретких студија која је спроведена на кунићима је показала да након 

дванаест недеља комбинованог третмана метионином и холестеролом долази до изражене 

појаве интерстицијалне и периваскуларне фиброзе срца кунића (281). На овај начин је 

истакнуто да се негативни ефекти метионина лакше остварују у условима присуства 

додатних фактора ризика као што је холестерол. 

 Друго истраживање на кунићима се бавило утврђивањем утицаја високих доза 

метионина (исхрана са 1,2%/кг тт метионина) на хистопатолошке одлике јетре, срца и 

бубрега (87). Период исхране овом специјалном храном је трајао три месеца, а узорци 

поменутих органа су сакупљани након првог, другог и трећег месеца односно на крају 

студије. Почевши од другог месеца уноса метионина примећен је едем кардиомиоцита и 

инфилтрација моноцита који су били средњег степена тежине (282).  

 Са друге стране, недавно спроведена студија на пацовима је испитивала утицај 

оралне администрације L-метионина у трајању од двадесетосам дана на хистолошке 

промене срца и торакалне аорте. Показано је да је унос ове форме метионина изазвао већи 

дијаметар аорте и дебљину аортне еластичне ламине (283). 

 На основу резултата наше студије можемо да увидимо да примена обе сумпоровите 

аминокислеине није спречила почетне хистолошке промене ткива срца изазване DL-

метионином, већ је била повезана са израженијим патолошким променама. Механизми 

ових ефеката су још увек непознати и њихово расветљавање може бити одлична идејна 

основа за будућа истраживања. 
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5. ЗАКЉУЧЦИ 

На основу свега изложеног у овој студији можемо извести следеће закључке: 

 

1. Акутна апликација DL-метионина код пацова снажно мобилише већи део 

интраћелијске ензимске компоненте заштите од оксидационих оштећења (CAT и 

GPx). На тај начин, акутни одговор антиоксидационог ензимског система заштите 

на метионин се огледа у појачаној активности CAT и GPx. 

2. Акутно примењени метионин није променио активност ацетилхолинестеразе у 

ткиву срца и мозга пацова, што указује да краткотрајно оптерећење овом 

аминокиселином не утиче на холинергичку функцију у овим ткивима. 

3. Субхронична примена DL-метионина се повезује са различитим променама већине 

испитиваних биохемијских параметара у крви пацова, што сугерише да ова тиолна 

аминокиселина поседује мултиорганске и системске ефекте на организам сисара. 

4. Друге две испитиване сумпоровите аминокиселине (L-цистеин и N-ацетил-L-

цистеин) нису битније мењале постигнуте ефекте метионина на биохемијске 

параметре у крви пацова. Овај резултат индикује да је утицај метионина на 

организам већи и значајнији од других тиолних аминокиселина поготово у случају 

његовог субхроничног уноса. 

5. За разлику од акутне апликације метионина, субхронична експозиција овој 

аминокиселини повећава липидна оштећења ћелијских мембрана, која су праћена 

компензаторно појачаном активношћу једног дела ензимског антиоксидационог 

система заштите. 

6. Резултате системског редокс статуса је пратила и вредност каталазе у ткиву 

миокарда пацова, што може бити одраз локалног одговора на субхроничну 

апликацију метионина.  

7. На основу ових налаза можемо увидети да тронедељни третман DL-метионином 

може бити повезан и са системским, као и са локалним променама у активности 

ензимских компоненти антиоксидационог одбрамбеног система.  
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8. Субхронична стимулација DL-метионином је била повезана са нижом активношћу 

срчане ацетилхолинестеразе. Ови налази сугеришу да субхронична експозиција 

метионину може да мења холинергичку контролу срчане функције односно да 

редукцијом разградње ацетилхолина потенцира снажнији и дуготрајнији негативни 

холинергички ефекат на срце пацова. 

9. Почетне хистолошке промене ткива срца изазване DL-метионином су биле још 

израженије приликом његове коапликације са L-цистеином и поготово N-ацетил-L-

цистеином. Механизми ових ефеката су још увек непознати и њихово 

расветљавање може бити одлична идејна основа за будућа истраживања. 

. 
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