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SAŢETAK 

Ţeljezo, bakar i cink predstavljaju esencijalne nutrijente, odnosno kationske elemente u 

tragovima. Oni se prenose specifiĉnim nosaĉima preko staniĉnih membrana, te u reakcijama 

sudjeluju kao anorganski ioni. Svaki od ovih elemenata ima svoju specifiĉnu funkciju i 

metaboliĉku regulaciju. Uloga cinka i bakra, na razini staniĉnog metabolizma je od posebnog 

znaĉaja u prvom redu zbog toga jer stotine danas poznatih enzima zahtjeva te metale za svoju 

katalitiĉku aktivnost. Bakar i ţeljezo, zbog mogućnosti prijenosa elektrona predstavljaju 

osnovu oksidacijsko-redukcijskih procesa, kao što su primjerice procesi respiracije. Navedeni 

metali takoĊer mogu biti i toksiĉni u sluĉajevima ako njihova razina i distribucija u organizmu 

nije paţljivo regulirana, stoga pojedinaĉne smanjene ili povišene vrijednosti ovih elemenata u 

tragovima mogu dovesti do razvoja odreĊenih patoloških stanja. Preopterećenje ţeljezom 

moţe uzrokovati oksidacijski stres, tvorbom slobodnih radikala. Pogreške u metabolizmu 

bakra, cinka i ţeljeza odnose se na njihove poremećaje u transportu preko membrana i unutar 

stanice, što moţe biti posljedica meĊusobnih i nepoţeljnih interakcija u sluĉajevima 

patoloških promjena njihovih koncentracija u organizmu. Svrha ovoga rada je pokazati kako 

preopterećenje ţeljezom, odnosno stanje povećanog unos ţeljeza djeluje na promjenu 

koncentracije elemenata bakra i cinka u mozgu kod štakora u modelu eksperimentalnog 

autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE), koji predstavlja animalni model za autoimunu i 

demijelinizacijsku, neurodegenerativnu bolest kod ljudi, multiplu sklerozu (MP). U 

eksperimentu su korišteni Dark Agouti (DA) štakori muškoga spola, koji su podjeljeni u tri 

skupine: eksperimentalnu skupinu, ţeljezo preopterećenih, kontrolnu skupinu tretiranu 

fiziološkom otpinom i netretiranu skupinu. Kako bi se koncentracija metala mogla izmjeriti, 

uzorci moţdanog tkiva su obraĊeni postupkom mikrovalne digestije. Koncentracije cinka i 

bakra u moţdanom tkivu su odreĊene primjenom ICP-OES metode na Prodigy High 

Dispersion ICP-OES spektrofotometru s pneumatskim raspršivaĉem. Prosjeĉne vrijednosti 
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izmjerenih koncentracija cinka u moţdanom tkivu štakora u modelu EAE se ne razlikuju 

statistiĉki znaĉajno kod eksperimentalne skupine (tretirane ţeljezom) u odnosu na kontrolnu 

skupinu (tretiranu fiziološkom otopinom) i netretiranu skupinu štakora, dok je kod prosjeĉnih 

vrijednosti izmjerenih koncentracija bakra u moţdanom tkivu štakora pronaĊena statistiĉki 

znaĉajna razlika kod eksperimentalne skupine u odnosu na kontrolnu i netretiranu skupinu 

štakora, gdje je izraĉunata prosjeĉna vrijednost koncentracija bakra bila statistiĉki znaĉajno 

povećana. 

 

kljuĉne rijeĉi: ţeljezo, bakar, cink, preopterećenje ţeljezom, oksidacijski stres, 

eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis, ICP-OES 
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SUMMARY 

Iron, copper and zinc are essential nutrients, or cationic trace elements. They are transferred 

by specific carriers across cell membranes, and they are involved in the reactions, as inorganic 

ions. Each of these elements has a specific function and metabolic regulation. The role of zinc 

and copper, at the level of cellular metabolism is of particular importance in the first place, 

because hundreds of known enzymes request these metals for its catalytic activity. Copper 

and iron, because of their possibility of electron transfer, are basis of oxidation-reduction 

processes, such as respiration processes. These metals can also be toxic in case if their levels 

and distribution in organism isn't carefully regulated, so individually decreased or increased 

values of these trace elements can lead to development of certain pathological conditions. Iron 

overload can cause oxidative stress, through formation of free radicals. Defects in the 

metabolism of copper, zinc and iron are related to their disorders in transport across the 

membrane and within the cell, which may be the result of mutual and undesirable interaction 

in cases of pathological changes of their concentration in the body. The aim of this study is to 

show how iron overload, or condition of increased intake of iron affects the change in 

concentration of the elements copper and zinc in the brain of the rats in the model of 

experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), which is an animal model for 

autoimmune and demyelination, neurodegenerative disease in humans, multiple sclerosis 

(MP). Dark Agouti (DA) male rats were used in this experiment and they were divided into 

three groups: experimental group (iron overloaded), the control group (treated with saline 

solution) and the untreated group. To be able to measure the concentration of metals, samples 

of brain tissue were processed using microwave digestion. The concentrations of zinc and 

copper in the brain tissue were determined using ICP-OES methods on Prodigy High 

Dispersion ICP-OES spectrophotometer with pneumatic nebulizer. Average values of the 

measured concentrations of zinc in the brain tissue of rats in a model of EAE is not 
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statistically significant different in the experimental group compared to the control and 

untreated group of rats, while average values of the measured copper concentration varied in 

the brain tissue of rats. Statistically significant increase was found in the experimental group 

compared to the control group and the untreated rats. 

 

key words: iron, copper, zinc, iron overload, oxidative stress, experimental autoimmune 

encephalomyelitis, ICP-OES 
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1. UVOD I PREGLED PODRUĈJA ISTRAŢIVANJA 

1. 1. Eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis 

Eksperimentalni autoimunosni encefalomijelitis (EAE) je CD4+ T stanicama posredovana 

autoimuna bolest, s demijelinizacijom i upalom ţivĉanog sustava, te s posljediĉnom 

progresivnom paralizom ekstremiteta, a inducirana je imunizacijom u osjetljivih sojeva 

štakora ili miševa sa mijelinskim antigenima (uglavnom mijelin baziĉnim proteinom) u 

kombinaciji s adjuvantima. EAE je kompleksno stanje, opisano interakcijama izmeĊu 

razliĉitih mehanizama imunopatofiziologije i neuropatofiziologije, te predstavlja dobar model 

za istraţivanje mehanizama neuropatogeneze i imunološke regulacije, a općenito se smatra da 

je kao animalni model, EAE najrelevantniji za ljude u  prouĉavnju imunološki posredovane 

demijelinizacijske bolesti, koja se naziva multipla skleroza (MS) ili akutnog diseminiranog 

encefalomijelitisa (ADEM)[1-3]. Multipla skleroza je kroniĉna autoimuna bolest središnjeg 

ţivĉanog sustava, koja dovodi do nastanka upale, demijelinizacije i gubitka aksona[4]. 

Tijekom patološkog procesa MS i EAE, imunološka ravnoteţa in vivo je poremećena zbog 

Th-1 posredovanog imunološkog odgovora. MBP (mijelin baziĉni protein) specifiĉne, 

autoimuno reaktivne Th-1 stanice su prisutne u krvi, organima imunološkog i središnjeg 

ţivĉanog sustava. One proizvode i izluĉuju brojne imunološke molekule (kao što su: 

proupalni citokini, adhezijske molekule i kemokini), a uništavaju krvno-moţdanu barijeru, te 

induciraju apoptozu oligodendrocita i uzrokuju gubitak snopova oko ţivĉanih aksona. TNF-α 

i IFN-γ su vaţni citokini, koje Th-1 stanice izluĉuju i povišeni su u serumu kod MS i EAE, te 

imaju ulogu u demijelinizaciji[5]. Posljednjih godina postalo je jasno da EAE nije savršen 

model za sve aspekte multiple skleroze. Neki modeli su bolji za imunološka istraţivanja, a 

neki za istraţivanje pojedinih aspekata neurobioloških bolesti, kao primjerice patofiziologije 

aksona i neurona. Znanstvena istraţivanja, koja se baziraju na modelu EAE  moraju 

ukljuĉivati odabir pravilne vrste EAE i imunizacijskog protokola, jer se ovisno o tim 
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faktorima, ishodi istraţivanja razlikuju. Modeli EAE, koji se koriste u svrhu laboratorijskog 

istraţivanja imunoloških i neurobioloških mehanizama bolesti, te moguće primjene terapije, 

su inducirani ili genetiĉki modificirani modeli. EAE se moţe inducirati u ţivotinja razliĉitih 

karakteristika i vrsta, no za tu svrhu se najĉešće koriste miševi i štakori, a kao neki od razloga 

zašto se oni najviše koriste moţemo istaknuti: njihovu relativno malu veliĉinu, dostupnost 

uzgojenih sojeva, mogućnost genetske modifikacije, te pristupaĉnost ogromnog broja alata za 

karakterizaciju glodavaca[4]. Najĉešće korišteni antigeni za indukciju EAE kod glodavaca su: 

homogenat leĊne moţdine (SCH), proĉišćeni mijelin, mijelinski proteini, kao što su: MBP 

(mijelin baziĉni protein), PLP (mijelin proteolipid protein) i MOG (mijelin oligodendrocit 

glikoprotein), te peptidi tih proteina, a kao rezultat se vidi razvijanje i nastanak posebnih 

modela razliĉitih stanja bolesti. EAE se takoĊer moţe inducirati i s pasivnim prijenosom T-

stanica, reagirajući, specifiĉno s mijelin-antigenima. Ovisno o antigenu, koji se koristi, te 

genetski modificiranoj ţivotinji (glodavcu), moţe se razviti monofazni, relaps-remitirajući ili 

kroniĉni oblik EAE[3]. Danas široko korišteni EAE modeli su: monofazni EAE kod LEW 

štakora, koji je induciran sa mijelin baziĉnim proteinom (MBP) ili MBP peptidima, te 

kompletnim oblikom Freundovog adjuvanta (CFA)[4]. Freundov adjuvant je otopina antigena, 

emulgirana u mineralnom ulju, a koristi se za pojaĉavanje imunološke reakcije. Kompletan 

oblik, Freund-ov potpuni adjuvant (CFA) se sastoji od inaktiviranih i osušenih mikobakterija 

(obiĉno M. tuberculosis), dok nepotpunom obliku (IFA) nedostaju te bakterijske 

komponente[6]. Kao prototip kroniĉnog oblika EAE modela kod štakora, EAE induciran u 

Dark Agouti (DA) štakora cijelim ekstraktom mijelina s IFA ili izvanstaniĉnom domenom 

mijelinskim oligodendrocitnim glikoproteinima (MOG) s CFA ili IFA, ima visoku vrijednost 

za istraţivanja o biologiji bolesti multiple skleroze i terapeutske intervencije. Cijeli ekstrakt 

mijelina za ovaj model se obiĉno dobiva iz autologne leĊne moţdine DA štakora. U miševa, 

model, koji se najviše koristi je model kroniĉnog oblika u C57BL / 6 miševa induciran s 
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izvanstaniĉnom domenom MOG ili MOG peptida 35-55 kao i preko CFA, te pertusis toksina 

(PT) kao adjuvanta[4]. Kod multiple skleroze i eksperimentalnog autoimunosnog 

encefalomijelitisa, pozitivne reakcije ţeljeza su zabiljeţene u odjeljcima okolnih 

demijeliniziranih plakova, zatim u mijeliniziranoj bijeloj tvari, te unutar krvnih ţila sive tvari 

okolnih lezija, što znaĉi da je slobodno ili labavo vezano ţeljezo promicanjem oksidacijskog 

oštećenja tkiva, pridonijelo patogenezi neuroloških bolesti. Kako auto-agresivne CD4+ T 

stanice, takoĊer koriste ţeljezo za normalni razvoj i metabolizam, istaknuto je da nedostatak 

ţeljeza moţe pruţiti zaštitu od razvoja EAE, što stoga pokazuje da razliĉit status ţeljeza moţe 

razliĉito utjecati na dinamiku autoimune bolesti[7]. 

 

1. 2. Ţeljezo 

Ţeljezo je poznati mineralni element u tragovima, te kao takav iako ĉini puno manji postotak 

mase tijela, on je od vitalnog znaĉaja za pravilno funkcioniranje organizma. U organizmu 

mora biti prisutan u odgovarajućoj koliĉini, te mora biti na raspolaganju za vaţne kemijske 

reakcije sa drugim elementima[8]. Ţeljezo je 26. element periodnog sustava elemenata (Ar = 

55,85), te se pojavljuje u dva oksidacijska stanja fero (Fe
2+

) i feri (Fe
3+

), što mu daje 

mogućnost da sudjeluje u oksidacijsko-redukcijskim reakcijama, vaţnim za energetske 

procese, u vidu otpuštanja i primanja elektrona. MeĊutim, ovo svojstvo omogućuje 

slobodnom ţeljezu katalizirati reakcije oksidacije, što rezultira nastajanjem reaktivnih i štetnih 

slobodnih radikala, te je ţeljezo u takvim sluĉajevima toksiĉno, kada je prisutno u visokim 

koncentracijama[9-11]. Zbog navedenog, ţeljezo u organizmu mora biti kemijski vezano, 

kako bi se odvijala odgovarajuća fiziološka funkcija, transport i skladištenje sa minimalnom 

mogućnošću slobodnog ionskog ţeljeza da katalizira štetne reakcije oksidacije. 
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1. 2. 1. Preopterćenje ţeljezom i oksidacijski stres 

Većina funkcija ţeljeza u tijelu se odnosi na onaj u hemu, koji u svojoj strukturi sadrţi ţeljezo 

i ima ulogu u transportu kisika kod hemoglobina i mioglobina. Osim hemoglobina i 

mioglobina još neki vaţni proteini u organizmu sadrţe hem, ukljuĉujući citokrome, koji su 

vaţni  za proizvodnju i stvaranje energije[10,11]. OdreĊeni udio ţeljeza u organizmu u obliku 

hema sadrţi vodik, kao što su enzimi, peroksidaza i katalaza, koji štite od prekomjernog 

nakupljanja vodikovog peroksida, katalizirajući njegovo prevoĊenje u vodik i kisik. Ţeljezo se 

takoĊer nalazi u obliku nehemskih proteina, koji sadrţe ţeljezo-sumpor centre, što predstavlja 

glavnu formu ţeljeza u mitohondrijima, i funkcionalnim enzimima u proizvodnji energije, kao 

što su: akonitaza, NADH-dehidrogenaza i sukcinat-dehidrogenaza[10-14]. Optimalna 

koncentracija ţeljeza, doprinosi fiziološkoj ravnoteţi organizma, no u sluĉajevima 

nefiziološke, neprikladne i povećane akumulacije intracelularnog ţeljeza u mozgu, ţeljezo 

postaje neurotoksiĉno, zbog svoje mogućnosti da u aerobnim uvjetima katalizira propagaciju 

reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), odnosno proizvodnju visoko reaktivnih slobodnih 

radikala (kao što su hidroksilni, peroksilni, alkoksilni radikali)[15-17]. Slobodni radikali se 

definiraju kao molekule ili njezini dijelovi, koje u svojoj strukturi imaju nespareni elektron u 

vanjskoj elektronskoj orbitali, zbog ĉega vrlo brzo ulaze u kemijske reakcije sa raznolikom 

skupinom molekula. Reagiranjem sa raznim molekulama nastaju neenznimske lanĉane 

reakcije, jer produkti isto imaju karakteristike radikala[18]. Nastali reaktivni kisikovi spojevi 

(ROS) mogu oštetiti staniĉne makromolekule, ukljuĉujući proteine, lipide i nukleinske 

kiseline, no pod normalnim uvjetima, detoksikacijski sustavi i antioksidativni mehanizmi 

obrane štite organizam od djelovanja slobodnih radikala, tako primjerice katalaza i glutation-

peroksidaza brzo pretvaraju H2O2 u vodu, odrţavajući ROS induciranu štetu u mozgu na 

minimalnoj razini[13]. U sluĉajevima kada koliĉina ROS nadilazi staniĉne sustave 

detoksikacije i antioksidativne mehanizme obrane, dolazi do nastanka oksidacijskog stresa. 
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Istovremeno dolazi do mogućeg oštećenja brojnih proteina kao što su: Ca
2+

-ATP-aza, 

transporter glutamata, K
+
/Na

+
-ATP-aza i N-metil-D-aspartat (NDMA) receptor, a s druge 

strane ROS uzrokuju oksidaciju lipida npr. kolesterola, ceramida i sifinogmijelina. 

Oksidacijom lipida dolazi do sinaptiĉke disfunkcije i staniĉne smrti neurona[15,16,18]. Stoga 

nije iznenaĊujuće da je povećana koncentracija ţeljeza prisutna u nekim neurodegenerativnim 

bolestima, primjerice Alzheimerovoj i Parkinsovoj bolesti[15,16,19]. Moguće posljedice 

reakcije radikala i staniĉnih makromolekula navedene su u tablici 1. Ţeljezo-inducirani 

oksidacijski stres je opasan, jer moţe uzrokovati dodatno otpuštanje ţeljeza iz ţeljezo-

vezujućih proteina kao što su: feritin (Ft) i hem-proteini, te ţeljezo-sumpor centara, 

pojaĉavajući tako toksiĉan efekt preopterećenosti mozga ţeljezom[16,18,20]. Ţeljezo 

katalizira stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva, te inicira i propagira peroksidaciju lipida, 

reagirajući s vodikovim peroksidom (H2O2) u Fentonovoj reakciji. ROS su visoko reaktivni 

kisikovi radikali, koji lako reagiraju s drugim molekulama, proteinima, s DNA, te lipidima i 

antioksidansima[18,19]. 

Fe
2+

 + O2→Fe
3+

 + 
•
O2

–

 

2 
•
O2

–
 + 2 H

+
→H2O2 + O2 

Fe
2+

 + H2O2→
•
OH + OH

–

 + Fe
3+

 

Ţeljezo takoĊer moţe reagirati s lipidnim peroksidima na naĉin sliĉan reakciji s H2O2 pri 

ĉemu nastaju alkoksilni (R-O
•
) i peroksilni radikali (R-O2

•
). Nastali peroksilni radikali 

provode propagaciju peroksidacije lipida. Lipidna (L) peroksidacija se moţe provoditi kako 

lipidni radikali meĊusobno reagiraju, sve dok se lanĉana reakcija ne zaustavi reakcijom 

radikala s nekim antioksidansom, npr. vitaminom E, tvoreći manje reaktivne spojeve[19]. 
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Mehanizmi patogeneze, koji ukljuĉuju slobodne radkale, imaju veliki doprinos u 

progresivnom smanjenju fizioloških funkcija organizma. 

Tablica 1. Ishodi djelovanja slobodnih radikala na staniĉne makromolekule u organizmu. 

Tablica je ureĊena prema [18] 

 

Stanice organizama imaju mehanizme regulacije koliĉine slobodnih radikala na fiziološkoj 

razini u vidu reakcije radikala s ligandima (malim molekulama, antioksidansima) i u vidu 

djelovanja preko enzimskih reakcija (superoksid-dismutaza, katalaza). U prirodne 

antioksidanse ubrajaju se vitamini C i E, koenzim Q, tiolne molekule (primjerice: cistein, 

metionin, glutation), zatim i ubikinon, melatonin, itd. Visoko reaktivni slobodni radikali se u 

enzimskim reakcijama prevode u manje reaktivne, tako i manje toksiĉne, odnosno netoksiĉne 

spojeve. Superoksid-dismutaza (SOD) je metaloenzim, koji u katalitiĉkom središtu sadrţi 

metal, pa tako SOD u mitohondrijima sadrţi mangan (Mn),  dok citoplazmatska SOD, cink 

(Zn) ili bakar (Cu). SOD ima funkciju u prevoĊenju 
•
O2

–

 u manje reaktivan H2O2, a katalaza 

prevodi H2O2 u vodu i jednu molekulu kisika[18]:  

2
•
O2

–

 + 2H
+
 
                          
→                       O2 + H2O2 

2H2O2  
        
→       2H2O + O2 

 

Staniĉna 

makromolekula  

Djelovanje 

slobodnog radikala 

Ishod reakcije u stanici 

lipidi lipidna peroksidacija -povećana permeabilnost membrane zbog 

perforacije 

-staniĉna smrt 

-nakupljanje peroksidiranih lipida u procesu 

starenja (lipofuscin) 

proteini karbonilacija -skraćen poluvijek staniĉnih molekula, 

zbog ubrzanog katabolizma proteina 

vezivanje 

aminokiselina 

-smanjena enzimatska aktivnost 

-promjene antigeniĉnosti molekula 

DNA mutacije -promjene u ekspresiji gena 

-gubitak heterozigotnosti 
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1. 2. 2. Homeostaza ţeljeza i metabolizam u mozgu 

Ukupna koliĉina ţeljeza u organizmu je regulirana na razini apsorpcije ţeljeza u 

gastrointestinalnom traktu, a regulacija obuhvaća seriju molekularnih interakcija proteina, koji 

ukljuĉuju produkt hemokromatoza (HFE) gena, transferin (Tf), transferin receptor (TfR) i 

ţeljezo regulatorne proteine (IRPs) u Lieberkühn kriptama, kojima se utvrĊuje dopuštena 

koliĉina ţeljeza, koja prolazi enterocite i ulazi u krvni optok. HFE, Tf i TfR meĊusobno 

integriraju, dok IRP reagira sa mRNA transferin-receptora i feritina[21]. Novije identificirani 

antimikrobni peptid, hepcidin, u krvi i urinu, vjerojatno sluţi kao signal za smanjenje 

apsorpcije ţeljeza. Produkt hemokromatoza (HFE) gena, HFE protein, lociran je na 

bazolateralnoj membrani crijeva, a utjeĉe na unos ţeljeza u plazmu putem transferina. 

Transferin u plazmi prenosi ţeljezo stanicama, povezujući se visokim afinitetom s plazma 

membranskim proteinom, transferin-receptorom 1 (TfR1)[11,22]. Stanice dobivaju ţeljezo iz 

seruma, ekspresijom transferin-receptora 1, koji veţe ţeljezo-vezani Tf i nastaje 

internalizirani Tf-TfR kompleks u endosomima, a endosomalnom reduktazom nastaje fero 

ţeljezo, koje se prenosi u citosol preko endosomalnog transportera dvovalentnih metala 

(DMT1)[16,22]. Barijera koja odvaja CNS od sistemske cirkulacije poznata je kao krvno-

moţdana barijera. Apsorpcija ţeljeza u mozgu je posredovana endotelnom TfR ekspresijom u 

krvno-moţdanoj barijeri[15,16]. Slika 1. prikazuje proces apsorpcije ţeljeza, te graĊu krvno-

moţdane barijere, koja je sastavljena od endotelnih stanica, udruţenih ĉvrstim vezama i 

okruţenih bazalnom membranom, a ona sadrţi pericite, dok se u uskom okruţenju nalaze 

nastavci astrocita s krajnjim ploĉastim proširenjima (stopala astrocita). Kako su unutar CNS-

a, endotelne stanice ĉvrsto povezane, tvari, koje ulaze u CNS moraju koristiti poseban 

endotelni transportni sustav. Prvi korak ulaska ţeljeza u CNS, posredovan je TfR1, koji je 

izraţen na luminalnoj membrani endotelnih stanica, koje imaju jezgru (nucleus) i koje 

vjerojatno eksprimiraju feroportin. Transferin-vezano ţeljezo ulazi u središnji ţivĉani sustav, 
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a unos ţeljeza iz endosoma ovisi o DMT1. Stopala astrocita eksprimiraju poseban oblik 

feroksidaze, tj. ceruloplazmin, koji je vezan na membranu preko veze s GPI (glikozil-

fosfatidil-inozitol). Unos transferina (Tf) u endotelne stanice kapilara mozga, prati 

mehanizam endocitoze, gdje se cirkulirajući Tf veţe na Tf receptore, te dolazi do 

internalizacije. Tijekom endocitoze Tf-TfR kompleksa, feri ţeljezo se reducira u fero ţeljezo, 

a zatim se izvozi u citosol, najvjerojatnije preko DMT1, te kasnije izvozi iz stanice, vjerojatno 

pomoću feroportina. Unutar citosola, u intersticiju mozga se GPI-vezanim ceruloplazminom 

oksidira u feri ţeljezo[11,16,22]. Tf sintetiziraju i izluĉuju uglavnom oligodendrociti, stanice 

koje obraĊuju mijelinske korice oko aksona, a Tf prenosi ţeljezo kroz CNS. Transferin veţe 

feri ţeljezo, te tako neuroni dobivaju ţeljezo ekspresijom TfR. Jednom kad se ţeljezo naĊe 

unutar citosola endotelne stanice, moţe biti eksportiran preko feroportina iz krvno-moţdane 

barijere[11,15,16,22] 

 

 

 

Slika 1. Apsorpcija ţeljeza iz sistemske cirkulacije kroz krvno-moţdanu barijeru. Slika je 

ureĊena prema [22] 
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1. 3. Bakar 

Bakar predstavlja jedan od najduţe poznatih elemenata [23]. Esencijalni je mikronutrijent, 

potreban za rast i razvoj, te fiziološko funkcioniranje svih ţivih organizama[23-34]. Bakar je 

kemijski element u periodnom sustavu elemenata sa simbolom Cu (skraćenica od latinske 

rijeĉi cuprum) s atomskim brojem 29 i s atomskom masom 63,546[23,25]. Promjene 

koncentracije bakra u tjelesnim tekućinama i tkivima, koje su posljedica poremećaja 

metabolizma bakra u organizmu, mogu uzrokovati razliĉite bolesti. Bakar kao element u 

tragovima, zastupljen je gotovo u svakoj stanici organizma[29]. 

1. 3. 1. Uloga bakra u organizmu 

Kao prijelazni metal, bakar ima posebno vaţnu ulogu u aerobnoj fiziologiji organizma, jer 

moţe biti i donor i akceptor elektrona, te je tako esencijalan element u oksidacijsko-

redukcijskim reakcijama stanice. Bakar nalazimo u dva razliĉita redoks oblika: oksidirani 

Cu(II) i reducirani Cu(I). Ukljuĉen je u razliĉite biološke procese, gdje djeluje kao vaţan 

katalitiĉki kofaktor za raznovrsne metaboliĉke reakcije, odnosno omogućuje pravilno 

funkcioniranje mnogih enzima. MeĊutim, tijekom tih istih reakcija esencijalnih za aerobni 

metabolizam, mogu nastati toksiĉni reaktivni kisikovi spojevi[10,26,32,33]. Bakar se tako 

moţe ponašati i kao antioksidans i kao prooksidans. Kao antioksidans, bakar neutralizira 

djelovanje slobodnih radikala i moţe smanjiti posljedice ili prevenirati poremećaje, koje bi 

izazvali. Kada se ponaša kao prooksidans, s vremenom pojaĉava štetu nastalu djelovanjem 

slobodnih radikala i moţe doprinjeti razvoju Alzheimerove bolesti. TakoĊer, poznate su još 

mnoge vaţne uloge bakra u stanici i fiziološkim procesima kao što su: staniĉno disanje, 

metabolizam ţeljeza, biosinteza neurotransmitera, detoksikacija slobodnih radikala, razvoj 

embrija, produkcija mijelina, melanina, odrţavanje funkcije hepatocita, neurona, te je 

esencijalan u oĉuvanju ĉvrstoće koţe, krvnih ţila, epitelnog i vezivnog tkiva u cijelom 
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tijelu[26,28,31]. Bakar je funkcionalna komponenta, odnosno kofaktor za aktivnost mnogih 

esencijalnih enzima, meĊu koje ubrajamo: citokrom-c-oksidazu, lizil-oksidazu, 

ceruloplazmin, dopamin-beta-monooksigenazu ili dopamin-beta-hidroksilazu, tirozinazu, 

superoksid-dismutazu (SOD) i još puno drugih. Citokrom-oksidaza ima esencijalnu ulogu u 

proizvodnji staniĉne energije jer katalizira redukciju molekularnog kisika u vodu. Citokrom-c-

oksidaza stvara elektriĉki gradijent, koji koriste mitohondriji u proizvodnji vitalne energije za 

organizam i skladište je u obliku ATP molekula. Lizil-oksidaza ima ulogu u popreĉnom 

povezivanju kolagena i elastina, koji formiraju vezivno tkivo. Uĉinak lizil-oksidaze pomaţe 

odrţati integritet i elastiĉnost vezivnog tkiva u srcu i krvnim ţilama, ali takoĊer ima ulogu u 

formaciji kosti. Ceruloplazmin (feroksidaza) oksidira fero ţeljezo (Fe
2+

) u feri ţeljezo (Fe
3+

), 

koji se onda veţe na transferin za prijenos putem krvi. Ceruloplazmin moţe imati funkciju 

antioksidansa, jer olakšava vezanje ţeljeza i degradaciju transferina, a tako moţe sprijeĉiti 

stvaranje štetnih radikala putem slobodnih iona ţeljeza (Fe
2+

). Mnoge enzimske reakcije, koje 

su esencijalne za pravilno funkcioniranje mozga su katalizirane bakar-vezujućim enzimima. 

Dopamin-beta-monooksidaza katalizira pretvorbu neurotransmitera dopamina u noradrenalin. 

Mijelinska ovojnica je napravljena od fosfolipida, ĉija sinteza ovisi o aktivnosti bakar-ovisne 

citokrom-c-oksidaze. Bakar vezujući enzim tirozinaza je potreban za stvaranje pigmenta 

melanina. Melanin proizvode melanociti, a ima ulogu u pigementaciji kose, koţe i oĉiju. 

Superoksid-dismutaza djeluje kao antioksidans, katalizirajući pretvorbu superoksidnog 

radikala u vodikov peroksid, koji se zatim moţe reducirati u vodu, preko drugih 

antioksidativnih enzima. Dva oblika superoksid dismutaze sadrţe bakar: 1) bakar/cink SOD je 

prisutan u većini stanica, ukljuĉujući eritrocite i 2) izvanstaniĉni SOD, lokaliziran u velikoj 

mjeri u plućima, a u niţoj koliĉini u plazmi. Bakar-ovisni enzimi su ukljuĉeni u regulaciju 

ekspresije gena, te tako mogu utjecati, ovisno o razini bakra na sintezu proteina, pojaĉavajući 

ili inhibirajući transkripciju specifiĉnih gena, a u tu skupinu enzima spadaju bakar/cink 
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superoksid-dismutaza i katalaza[10,29,31]. U mozgu, bakar je u pravilnim i u odreĊenim 

koncentracijama vaţan za njegov normalan razvoj, tako da i manjak bakra kao i njegova 

prevelika koncentracija, moţe ozbiljno oštetiti funkcije mozga. Mozak posjeduje mehanizme 

regulacije metabolizma bakra, kako ne bi došlo do takvih poremećaja. Poremećaj homeostaze 

bakra u mozgu povezuje se sa nekim neurodegenerativnim bolestima u ljudi, kao što su: 

Menkesova bolest, Wilsonova bolest i Alzheimerova bolest[32,35]. Zbog svega navedenog 

nije teško razumijeti, ţivotnu vaţnost bakra i njegovu regulaciju za normalno i zdravo 

funkcioniranje organizma, stoga je vaţno odrţavanje pravilne ravnoteţe u prehrani bakra, 

zajedno s ostalim mikronutrijentima[26,28]. 

1. 3. 2. Homeostaza bakra i metabolizam u mozgu 

Odrţavanje transporta i homeostaze bakra unutar stanice zahtjeva razliĉite membranske 

transportere bakra i podskupine intracelularnih proteina, poznatih kao bakar-šaperoni koji 

isporuĉuju bakar do specifiĉnih intracelularnih odredišta. U skupinu bakar-šaperona 

ubrajamo: ATOX1, antioksidans-1 (bakar šaperon za ATP-aze, ATP7A i ATP7B), koji 

prenosi bakar na trans-Golgijevu mreţu, CCS: šaperon za superoksid-dismutazu 1 (SOD1) i 

COX17: šaperon za citokrom-c-oksidazu, a u skupinu transmembranskih bakar transportera 

spadaju CMT1 (copper membrane transporter 1), ATP7A i ATP7B. [35,38,40]. U krvi, 65 do 

90% bakra (Cu
2+

) je vezano na ceruloplazmin, koji je odgovoran za prijenos bakra do tkiva u 

kojima je potreban. Ostalih 10 do 35% je vezano na  albumin, transkuprein i neke 

komponente niske molekularne teţine[28,33,36]. Izmjerene razlike u koncentraciji bakra u 

krvi, gdje je izmjerena njegova veća koncentracija nego u cerebrospinalnoj tekućini, 

oznaĉavaju krvno-moţdanu barijeru kao ĉimbenika ograniĉavanja ulaska bakra u mozak[35]. 

Slika 2. prikazuje metabolizam bakra u mozgu. Unutar barijere koja odvaja krv i 

cerebrospianlnu tekućinu (CSF), CTR1 (bakar-transporter 1), DMT1 (transporter 



__________________________________________UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA 

________________________________________________________________________________12 

 

dvovalentnih metala) i ATP7A, prenose bakar iz krvi, odnosno sistemske cirkulacije u 

cerebrospinalnu tekućinu (CSF), dok ATP7B i CTR1 prenose bakar u suprotnom smjeru[33]. 

U ekstracelularnoj tekućini, bakar je vezan na specifiĉne nosaĉe bakra ili na enzime. Bakar 

ulazi u stanice preko transportera bakra, CTR1, koji je lokaliziran na membrani stanice[35]. 

Jednom kad se naĊe unutar stanice, moţe biti tranportiran do mitohondrija za ugradnju u 

citokrom-c-oksidazu, a moţe biti inkorporiran u citoplazmatski Cu/Zn-SOD, tako da se bakar 

onda u citosolu veţe na bakar-šaperone, CCS i ATOX1, koji olakšavaju prijenos bakra do 

SOD1 i bakar-vezujućih ATP-aza. ATP7A i ATP7B zatim prenose bakar u trans-Golgijevu 

mreţu za transport van stanice, odnosno u svrhu ugradnje u enzime[35,36]. Ravnoteţa bakra u 

CNS-u je regulirana vrlo jakom kontrolom i kompenzacijskim mehanizmima, koji se 

aktiviraju i u sluĉajevima bolesti (kod kojih dolazi do poremećaja u metabolizmu bakra). 

Metabolizam bakra je reguliran na mnogim razinama specifiĉnih stanica i molekula, a 

ukljuĉuje kontrolu transkripcije, translacije i posttranslacije[35]. 

 

 

 

Slika 2. a) Prikaz prolaza bakra u mozak kroz krvno-moţdanu barijeru. b) Metabolizam bakra 

unutar stanica CNS-a.  Slika je ureĊena prema [33] i [35] 
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1. 4. Cink 

Cink je kemijski element sa simbolom Zn i atomskim brojem 30. Prvi je element 12. skupine  

periodnog sustava elemenata, a atomska masa mu iznosi 65,38[37]. Cink je esencijalan 

oligoelement, relativno mali ion i nosi dva pozitivna naboja[10,38]. Privlaĉi elektrone kao 

snaţna Lewisova kiselina, a to svojstvo je vaţno za njegovu katalitiĉku ulogu. Cink ima 

relativno fleksibilnu koordinativnu geometriju, te s visokim afinitetom povezuje i izmjenjuje 

svoje ligande, što olakšava provoĊenje kemijskih reakcija i bioloških procesa. Sve je to 

povezano s jednim redoks stanjem, za razliku od ţeljeza i bakra, što eliminira opasnost od 

nastajanja oksidacijskog stresa, te doprinosi biološkoj vaţnosti cinka za strukturu i funkciju 

proteina[10]. Za odrţavanje potrebne razine cinka u ljudskom tijelu, potreban je dnevni unos 

od nekoliko miligrama[23]. 

1. 4. 1. Uloga cinka u organizmu 

Cink je ukljuĉen u brojne procese staniĉnog metabolizma. Procjenjeno je da oko 10% ljudskih 

proteina, potencijalno veţe cink, a na stotine proteina su ukljuĉeni u njegov transport i 

promet. Cink je potreban za katalitiĉku aktivnost velikog broja razliĉitih enzima, za 

fiziologiju osjetila okusa i mirisa, te podrţava normalan rast i razvoj organizma tijekom 

trudnoće, djetinjstva i adolescencije i ima ulogu u zacjeljivanju rana, sintezi proteina i DNA, 

te djeljenju stanice[28,39]. Vjeruje se da posjeduje antioksidativna svojstva, kroz koja štiti od 

ubrzanog starenja, te potpomaţe procesu zacijeljivanja nakon ozljede[23,28]. Cinkovi ioni  

imaju uĉinkovita antimikrobna svojstva, pa ĉak i u niskim koncentracijama. Ovaj metal ima 

neprocjenjivu ulogu tijekom bioloških procesa u razliĉitim oblicima (npr. ioni cinka, cink 

transporteri i cink-albumin kompleks). Cink obavlja svoju biokemijsku funkciju, primarno 

kao dvovalentni kation, vezan na enzime i druge proteine. Cinkovi atomi imaju specifiĉnu 

sposobnost, jer mogu sudjelovati u snaţnom, ali lako izmjenjivom vezanju liganada, zajedno s 
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izrazitom fleksibilnošću u koordinativnoj geometriji, što se pokazalo izuzetno korisnim 

svojstvom u biološkim sustavima. Oksidacijsko-redukcijski je inertan i ima katalitiĉke i 

regulatorne uloge u biologiji stanice. Cink je esencijalan, jer kao ion ima katalitiĉku, 

strukturnu i regulatornu ulogu i ukljuĉen je u procese homeostaze, procese oksidacijskog 

stresa, apoptoze i starenja, te fiziologiju imunološkog sustava. Cink štiti biološke strukture i 

makromolekule od štete uzrokovane slobodnim radikalima kroz nekoliko svojih aktivnosti: 

pravilnom razinom metalotioneina, kao esencijalna komponenta superoksid-dismutaze (SOD), 

zaštitno sredstvo za tiole (R-SH), te prevenirajući interakciju ţeljeza u tvorbi slobodnih 

radikala. Cink-vezujući enzimi imaju nekoliko specifiĉnih funkcija: katalitiĉku, ko-katalitiĉku 

i strukturnu. Katalitiĉka uloga navodi da je cink izravno ukljuĉen u proces enzimske katalize, 

pa ako doĊe do uklanjanja cinka kelatima ili drugim sredstvima, enzim gubi svoja katalitiĉka 

svojstva. Obiĉno je prisutan jedan katalitiĉki atom cinka po podjedinici enzima. Ko-

katalitiĉku ulogu cink provodi povećanjem ili smanjenjem katalitiĉke funkcije u kombinaciji s 

drugim aktivnim mjestima atoma cinka u istom enzimu. Karakteristiĉna forma cinka postoji u 

cink-vezujućim enzimima, koji sadrţe dva ili više atoma metala, te zajedno djeluju kao 

katalitiĉka jedinica. Ko-katalitiĉka cink-vezujuća mjesta su prisutna u enzimima, koji sadrţe 

dva ili više atoma cinka u bliskoj ili neposrednoj blizini jedan s drugim. Aminokiseline u 

obliku liganada tvore mostove izmeĊu cinkovih atoma ili atoma cinka sa drugim metalom. 

Strukturni atomi cinka su potrebni za strukturnu stabilnost proteina. Cink ima strukturnu 

ulogu u enzimima, kao što su primjerice: alkohol-dehidrogenaza, aspartat-transkarbamoilaza i 

protein-kinaza C[39]. Cink odreĊuje aktivnost proteina, tj. receptora i enzima, ukljuĉenih u 

regulaciju sinteze makromolekula, transkripcije gena, te procesa transporta. TakoĊer je 

ukljuĉen u oĉuvanju genomske stabilnosti, kroz uloge u popravku, sintezi i metilaciji DNA. 

Nadalje, moţe imati ulogu u unutarstaniĉnoj signalizaciji, primjerice u ţivĉanom sustavu, 

gdje djeluje kao neurotransmiter[29]. Homeostaza cinka ima glavnu ulogu u normalnom 
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funkcioniranju mozga i središnjeg ţivĉanog sustava. S obzirom na veliki broj staniĉnih 

procesa, u koje je cink ukljuĉen, poremećaji u homeostazi ovog metala mogu imati znaĉajne 

štetne uĉinke i posljedice za organizam[28,40]. 

1. 4. 2. Homeostaza cinka i metabolizam u mozgu 

U serumu, cink je primarno vezan na albumin (85 %), α2-globuline (16 %) i aminokiseline 

(1–2 %)[10,39]. Cink je iz krvne sistemske cirkulacije u moţdane stanice transportiran preko 

krvno-moţdane barijere. Predloţeno je nekoliko mehanizama transporta cinka na staniĉnu 

membranu ili unutar stanica. Intracelularni metabolizam cinka u ţivĉanim stanicama prikazuje 

slika 3. Nekoliko razliĉitih skupina proteina je ukljuĉeno u kontrolu i izmjenu staniĉnog nivoa 

cinka. U jednu od skupina  ubrajamo membranske transportere (ZnT), odgovorne za efluks, tj. 

izbacivanje cinka iz stanice ili za influks, odnosno ubacivanje cinka u staniĉne organele. 

Druga skupina ukjuĉuje ĉlanove ZIP obitelji (proteina cink-reguliranih i ţeljezo reguliranih 

transportera), koji provode transport cinka iz ekstracelularnog prostora ili iz intracelularnih 

vezikula u citoplazmu. Do sada je identificirano 10 ĉlanova ZnT i 14 ĉlanova ZIP obitelji 

proteina. Treću skupinu regulatornih proteina ĉine metalotioneini (MT), koji predstavljaju 

skupinu metal-vezujućih proteina, nisko-moleularne teţine, te imaju visoki afinitet za cink. 

Do sada su opisane ĉetiri izoforme metalotioneina: MT-I, MT-II, MT-III i MT-IV. MT-III je 

specifiĉni ĉlan metalotioneina, koji se nalazi u neuronima, a njegova iskljuĉiva uloga je 

privremeno skladištenje staniĉnog cinka[41]. Homeostaza cinka je kontrolirana kroz 

koordinirane akcije cinkovih transportera, koji su odgovorni za influks i efluks cinka, za 

regulaciju intracelularne i ekstracelularne koncentracije cinka, te za njegovu distribuciju. 

Transporteri cinka djeluju na staniĉne dogaĊaje na molekularnoj, biokemijskoj i genetskoj 

razini[28]. 
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Slika 3. Metabolizam cinka unutar neurona. Slika je ureĊena prema [41] 

 

1. 5. MeĊudjelovanje ţeljeza s bakrom i cinkom 

Ţeljezo je ukljuĉeno u seriju meĊudjelovanja sa raznim esencijalnim i potencijalno toksiĉnim 

elementima, te na taj naĉin mijenja njihov metabolizam. Hipoteze o takvim interakcijama 

ţeljeza su potvrĊene eksperimentima na laboratorijskim glodavcima, no s vremenom su brojni 

autori otkrili i dokazali, da su ti podaci  relevantni i znaĉajni i kod ljudi[42]. Preopterećenje 

ţeljezom u organizmu moţe imati štetan uĉinak na metabolizam i regulaciju bakra u 

organizmu, tako da preopterećenje ţeljeza u prehrani dovodi do deficijencije bakra u 

organizmu[43,44]. Dokaz da nedostatak bakra ili njegova prisutnost u koliĉini manjoj od 

fiziološke, u štakora moţe biti još više smanjena, povećanjem unosa ţeljeza bio je prvi 

pokazatelj metaboliĉke interakcije izmeĊu tih dvaju elemenata. Naknadnim istraţivanjima 

pokazano je da teška deficijencija bakra u dojenĉadi predstavlja djelomiĉan odgovor 

organizma na terapiju ţeljezom[42]. Pod normalnim, fiziološkim uvjetima, oksidativnom 
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fosforilacijom u mitohondriju proizvodi se više od 90% ATP u stanici. Mozak treba daleko 

više energije od drugih organa, što zahtjeva optimalnu proizvodnju ATP u ţivĉanim 

stanicama[45]. Nedostatak bakra, odnosno njegov manjak u organizmu moţe biti štetan 

posebice za neurone. Zbog manjka bakra, dolazi do narušavanja normalnog razvoja mozga, 

jer se narušavanjem funkcije mitohondrija negativno utjeĉe na metabolizam energije u 

mozgu[46]. Bakar je kofaktor za aktivnost kompleksa IV ili citokrom-c-oksidaze (CCO) u 

mitohondrijskom lancu prijenosa elektrona. Nedostatak bakra jako utjeĉe na aktivnost 

citokroma-c-oksidaze[47,48]. Mnoge neurodegenerativne bolesti su blisko povezane s 

disfunkcijom mitohondrija i poremećajem metabolizma metala u mozgu[46]. Dodatak veće 

koliĉine ţeljeza u prehrani nepoţeljno djeluje i na metabolizam cinka u organizmu[10]. 

Konzumiranje velike koliĉine ţeljeza putem prehrane reducira, odnosno smanjuje apsorpciju 

cinka, pa tako i vrijednost koncentracije cinka u krvnoj plazmi, te dolazi do deficijencije cinka 

u organizmu i posljediĉno do poremećaja, koji proizlaze iz ovoga stanja[49]. Deficijencija 

cinka je najznaĉajnije patološko stanje, koje ukljuĉuje poremećaje metabolizma metala u 

organizmu. Ovaj esencijalni element ima vaţnu ulogu u obrani stanica od oksidacijskog 

stresa. Dugoroĉna deficijencija cinka ĉini organizam osjetljivijim na oštećenja izazvana 

oksidacijskim stresom. Nedostatak cinka povećava osmotsku krhkost membrane eritrocita i 

razinu lipidne peroksidacije u membranama mitohondrija i mikrosoma, dok prisustvo cinka 

sprjeĉava lipidnu peroksidaciju[39]. 

 

1. 6. Induktivno spregnuta plazma vezana s optiĉkom spektrofotometrijom (ICP-OES) 

Metali su u tijelu vezani na razliĉite vrste makromolekula, u prvom redu na proteine, te ih je u 

takvoj formi jako teško ili nemoguće identificirati. Stoga je nuţno provesti postupak 

mikrovalne digestije, kojom se postiţe otapanje metala i prevoĊenje u ionsko stanje, kako bi 

se mogli analizirati ICP-OES metodom[50]. Ova tehnika se obiĉno postiţe izlaganjem uzorka 
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snaţnim kiselinama u zatvorenoj posudi i rastućim tlakom i temperaturom putem mikrovalnog 

zraĉenja. Ovo povećanje u temperaturi i tlaku uzorka niskog pH medija ubrzava toplinsku 

razgradnju uzorka i toplljivost metala u otopini[51]. Postoje razliĉite metode mikrovalne 

digestije, no za potrebu pripreme biološkog uzorka najĉešće se koristi vlaţna mikrovalna 

digestija u zatvorenom sustavu, koja koristi mikrovalnu energiju, radi zagrijavanja otapala, 

koji zatim u dodiru s biološkim uzorkom, prevodi ga u otopinu, a priprema uzorka suhim 

spaljivanjem se provodi na vrlo visokim temperaturama i stoga se jako razlikuje od mokre ili 

vlaţne mikrovalne digestije, koja koristi kemijske reagense, kao što su neoksidirajuće i 

oksidirajuće kiseline. Odabir odgovarajuće kiseline ovisi o naravi matriksa uzorka. Uzorci sa 

većim postotkom materijala organskog podrijetla, kao što su biološki materijali, ovim 

postupkom stvaraju velike koliĉine plinovitih produkata, te su tako potrebne veće temperature 

da bi došlo do potpunog razaranja, a kod njih dolazi i do povećavanja tlaka unutar kivete, 

zbog oslobaĊanja ugljiĉnog dioksida, stoga je obavezna stroga kontrola tlaka. Reagensi za 

digestiju kod metode razaranja bioloških uzorka su: koncentrirana dušiĉna kiselina i vodikov 

peroksid, koji ima ulogu oslobaĊanja uzorka od dušikovih oksida. Proces se kontrolira cijelo 

vrijeme tijekom provedbe digestije preko instaliranog programa na kontrolnoj ploĉi, direktno 

povezanoj sa ureĊajem. Nakon što su metali prisutni u otopini i slobodni, moguće ih je 

anaizirati ICP-AES, tj. ICP-OES metodom[50].  

ICP-OES je optiĉka emisijska spektrometrija sa induktivno spregnutom plazmom, a temelji se 

na mjerenju inteziteta emitirane svjetlosti, jer pri povratku elektrona iz pobuĊenog stanja u 

osnovno, dolazi do emitiranja elektromagnetskoga zraĉenja specifiĉne valne duljine[50,52-

54]. Svaki element emitira zraĉenje karakteristiĉne valne duljine. Koncentracija elemenata u 

uzorku je proporcinalna intezitetu ekektromagnetskog zraĉenja odabrane valne duljine. 

Kvalitativni sastav, stoga dobivamo odreĊivanjem valnih duljina emitiranog 

elektromagnetskog zraĉenja, dok kvantitativni sastav uzorka, mjerenjem njegovog 
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inteziteta[52-54]. U osnovne dijelove svakog ICP-OES instrumenta ubrajamo: sustav za 

uvoĊenje uzorka, sustav za sagorijevanje i spektrometar, a prikazani su na slici 4. 

 

 

 

Slika 4. Osnovni dijelovi ICP-OES instrumenta. Slika je ureĊena prema [52] 

 

Peristaltiĉkom pumpom se tekući uzorak potiskuje i prenosi u raspršivaĉ, gdje se otopina 

prevodi u aerosol (vrlo finu maglu od kapljica uzorka) i koji ubrizgava plinoviti argon u 

komoru. U posebnoj mlaznoj komori sa sprejem se odstranjuju velike kapi aerosola s 

uzorkom i argonom, a male (1-5% od ukupne otopine) su nošene strujom plinovitog 

raspršivaĉa na plamenik (ICP Torch), koji proizvodi plazmu u sustavu za sagorijevanje. 

Plazma je svaki oblik materije koja sadrţi osim neutralnih atoma, radikala i molekula, znatan 

dio (> 1%) elektrona i pozitivnih iona, ona je elektriĉki provodljiv, disociran i visokoioniziran 

plin. Danas se koristi argon-podrţana induktivno spregnuta plazma (ICP), koja moţe 

dosegnuti vrlo visoke vrijednosti temperatura izmeĊu 6 000 K i 10 000 K, a sluţi kako bi se 

omogućila jaka atomska emisija što većeg broja kemijskih elemenata. Argonska plazma 
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sadrţi veliku koliĉinu iona argona i elektrona, a opisuje se kao elektriĉki provodljiv, visoko 

ioniziran plin, kemijski inertan, te kao takav ne raegira s analitom iz uzorka[50,52]. Slika 5. 

prikazuje ICP-plamenik i bakrenu zavojnicu, te slijed paljenja. Bakrena zavojnica, nazvana 

load coil, okruţuje krajnji vrh plamenika i povezana je sa radio frekvencijskim (RF) 

generatorom. Kada je RF snaga primjenjena na bakrenu zavojnicu, izmjeniĉna struja oscilira. 

Ova RF oscilacija struje u zavojnicu uzrokuje RF elektriĉno i magnetsko polje na vrhu 

plamenika. Sa plinovitim argonom, koji se kreće kroz plamenik, iskra primjenjena na plin, 

uzrokuje izbacivanje nekolicine elektrona iz atoma argona. Ovi elektroni su zatim uhvaćeni u 

magnetsko polje i njime ubrzani. Dodavanje energije elektronima uporabom zavojnice na ovaj 

naĉin poznat je kao induktivna sprega. 

 

 

Slika 5. Presjek ICP-plamenika i bakrene zavojnice, koji prikazuje slijed paljenja A - Argon 

prolazi kroz plamenik. B - RF snaga se primjenjuje na bakrenu zavojnicu. C - Iskra uzrokuje 

oslobaĊanje elektrona iz argona. D - Slobodni elektroni su ubrzani RF poljima uzrokujući 

daljnju ionizaciju i formiranje plazme. E - Raspršivaĉem nošeni aerosolni uzorak dolazi na 

plazmu. Slika je ureĊena prema [52] 
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Prva funkcija plazme je uklanjanje otapala (desolvatacija), obiĉno ostavljajući uzorak kao 

mikroskopske ĉestice. Sljedeći koraci ukljuĉuju raspadanje ĉestica u plin (volatizacija), a 

zatim prevoĊenje u atome (atomizacija). Jednom kada je aerosolni uzorak deslovatiziran, u 

obliku plina i atomiziran, plazma dvodi do ekscitacije, pri ĉemu elektron iz orbitale tog atoma 

prelazi iz svog osnovnog stanja u orbitalu dalje od jezgre i višu energijsku razinu. Dijagram 

energijskih razina i prijelaza prikazuje slika 6. Toĉni mehanizmi ekscitacije nisu potpuno 

istraţeni, ali vjeruje se da je većina procesa ekscitacije rezultat sudara atoma analita sa 

energetskim elektronima. Atom je manje stabilan u svojem ekscitiranom ili pobuĊenom 

stanju, pa će se vratiti natrag na manje pobuĊeno stanje, emisijom kvanta elektromagnetskoga 

zraĉenja, poznatog kao foton. Kao rezultat ovog gubitka energije, elektron se vraća na 

orbitalu, koja je bliţa jezgri. Razlika u energiji izmeĊu gornje i donje energetske razine u 

radijacijskom prijelazu odreĊuje valnu duljinu zraĉenja, koja u njemu sudjeluje. 

 

 

 

Slika 6.  Dijagram energijskih razina, koji prikazuje energetske prijelaze, gdje a i b 

predstavljaju ekscitaciju, dok c, d i e emisiju. Horizontalna linija prikazuje energijsku razinu 

atoma. Vertikalne strelice prikazuju energetske prijelaze. Slika je ureĊena prema [52] 

 

Odnos izmeĊu energetske razlike i valne duljine moţe biti izveden preko Planckove 

jednadţbe:     . Zamjenom 
 

 
 za ν, dobivamo:   

  

 
, iz ĉega se vidi da je energija 

obrnuto proporcionalna valnoj duljini, odnosno kako se vrijednost energije povećava, 
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vrijednost valne duljine se smanjuje i obrnuto. Svaki element ima vlastiti karakteristiĉan 

komplet energetskih razina, pa tako i vlastiti, jedinstven komplet valnih duljina apsorpcije i 

emisije. Kada se elektroni vraćaju u osnovno stanje, emitiraju specifiĉne valne duljine 

karakteristiĉne za sastav analiziranog uzorka. PobuĊeni atomi u plazmi emitiraju svjetlost na 

nekoliko valnih duljina, stoga je emisija iz plazme polikromatska i mora biti rastavljena na 

pojedinaĉne valne duljine, tako da se emisija iz svake pobuĊene vrste moţe identificirati i 

njezin intenzitet moţe mjeriti bez smetnji sa drugim valnim duljinama. Razdvajanje svjetlosti 

prema valnim duljinama se općenito vrši ili upotrebom monokromatora, koji propušta 

svjetlost na jednoj valnoj duljini ili polikromatora, koji propušta svjetlost na nekoliko 

razliĉitih valnih duljina, odjednom. Prava detekcija svjetlosti, jednom kada je odvojena od 

drugih valnih duljina se provodi fotosenzitivnim detektorom kao što su foto-multiplikatorna 

cijev (PMT) ili neke napredne tehnike detekcije, npr. preko charge-injection ureĊaja (CID) ili 

sklopa s prijenosom naboja, tj. charge-coupled device (CCD). Kvalitativna informacija 

ukljuĉuje identifikaciju prisutne emisjie na valnim duljinama karakteristiĉnim za element od 

interesa. Kvantitativna informacija se moţe dobiti preko kalibracijske krivulje, odnosno 

dijagrama intenziteta emisije u ovisnosti o koncentraciji. Standardne otopine sa poznatim 

koncentracijama elemenata od interesa se unose u ICP, te im se mjeri intenzitet 

karakteristiĉne emisije. Ovi inteziteti se mogu zatim prikazati u koncentracijama standarda u 

obliku kalibracijske krivulje za svaki element. Kada je intenzitet emisije analita izmjeren, 

usporeĊuje se sa kalbiracijskom krivuljom tog elementa iz standarda. Raĉunala i softveri 

korišteni sa ICP-OES instrumentima, matematiĉki predstavljaju ove krivulje kalibracije u 

svojoj memoriji. Prema tome, nije nuţan posao analitiĉara, da ruĉno konstruira ove krivulje za 

odreĊivanje koliĉine elemenata u uzorku[52].  
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2. CILJ ISTRAŢIVANJA 

Cilj ovoga istraţivanja je analizirati sadrţaj metala (cinka i bakra) u ţivĉanom tkivu (mozak) 

kod preopterećenja ţeljezom u modelu eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa. 

 

a) odrediti koncentraciju cinka i bakra u mozgu štakora za dani model 

b) pronaći moguće meĊudjelovanje cinka i bakra sa sadrţajem ţeljeza u organizmu 

c) opisati promjene koncentracije cinka i bakra  u modelu eksperimentalnog autoimunosnog 

encefalomijelitisa



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. MATERIJALI I METODE 
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3. MATERIJALI I METODE 

3. 1. Plan pokusa 

U eksperimentu su korišteni muţjaci Dark Agouti (DA) štakora, koji su stari 7 do 8 tjedana u 

modelu eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE). EAE je induciran 

davanjem 2 x 0,1 mL emulzije homogenata bijele tvari goveĊeg mozga (BBH) i potpung 

Freundovog adjuvanta (CFA)  Jedna skupina štakora je tretirana preparatom ţeljeza (ţeljezo- 

saharoza, Venofer®) u dozi od 75 mg / kg u periodu od dva tjedna. Druga skupina je tretirana 

s fiziološkom otopinom. Prva i druga skupina su tretirane u periodu od 2 tjedna, a treća 

skupina je skupina netretiranih štakora i predstavlja netretiranu kontrolu. Nakon 13 dana od 

indukcije EAE, sve skupine štakora su ţrtvovane, a paţljivo odstranjeni uzorci mozga su 

obraĊeni i pripremljeni postupkom mikrovalne digestije za  mjerenje koncentracije cinka i 

bakra, ICP-OES metodom. Plan provedenog pokusa prikazuje slika 7. 

 

 

 

Slika 7. Shematski prikaz plana eksperimenta 
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3. 2. Eksperimentalne ţivotinje 

Ispitivanja su provedena na štakorima vrste Dark Agouti (DA) muškoga spola, starosti 7 do 8 

tjedana. Ţivotinje su smještene pod standardnim uvjetima svjetla, temperature i vlage, te uz 

neograniĉen pristup hrani i vodi. Eksperimentalni postupci na ţivotinjama su provedeni u 

skladu s hrvatskim zakonima i propisima (NN 135/06, NN 37/13, NN 125/13; NN 055/2013) i 

sa smjernicama direktive vijeća Europske Zajednice (86/609 / EEC). Indukcija 

eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa je provedena davanjem emulzije 

homogenata bijele tvari goveĊeg mozga (BBH) i potpunog Freundovog adjuvanta (CFA) 

(Sigma, St. Louis, Mo., USA). Svakoj ţivotinji je 2 x 0,1 mL emulzije subkutano injicirano u 

svaku straţnju šapu. Evaluacija kliniĉkog stanja je dnevno procijenjivana, koristeći sljedeće 

kriterije: 0 - nema simptoma; 1 - opuštena paraliza repa; 2 - pareza straţnjih nogu; 3 - paraliza 

straţnjih nogu s inkontinencijom i 4 - smrt ţivotinje. Muški DA štakori su nasumiĉno 

podijeljeni u tri skupine: skupina tretirana ţeljezom, kontrolna skupina i skupina netretiranih 

štakora (n = 5 - 8 ţivotinja po skupini). Skupina tretirana ţeljezom, primila je ţeljezo-vezanu 

saharozu (Venofer®, Vifor Pharma, Francuska) u dozi od 75 mg/kg tjelesne teţine, 

injektiranu intraperitonealno (i.p.) 6 puta tjedno tijekom dva uzastopna tjedna, kao što je 

opisano od strane Le et al. (2011). Kontrolna skupina je tretirana na isti naĉin s fiziološkom 

otopinom kuhinjske soli. Ţivotinje su anestezirane i ţrtvovane 13 dana nakon indukcije EAE, 

a iskrvarile su od intrakardijalnog uboda. Ţivotinje koje su iskorištene za evaluaciju kliniĉkog 

tijeka su ţrtvovane 30 dana nakon indukcije bolesti. 

 

3. 3. Uzorci tkiva 

Nakon povedbe postupka ţrtvovanja eksperimentalnih ţivotinja, cijeli mozak štakora se uz 

uklanjanje okolnog tkiva, precizno i paţljivo odstranjuje, pri ĉemu je upotrebljen adekvatan 

plastiĉni pribor i potrebni instrumenti. Mozak je ispiran u puferiranoj fiziološkoj otopini 
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(PBS), sa svrhom odstranjivanja krvi, te je zatim podvrgnut postupku vaganja i sušenja do 

daljnje obrade i pripreme za odreĊivanje koncentracije cinka i bakra. 

 

3. 4. Priprava uzoraka i odreĊivanje koncentracije cinka i bakra u tkivu mozga ICP-

OES metodom 

Uzorci mozga štakora sušeni su u trajanju od 5 sati na 105 °C, a nakon toga su pripremljeni za 

mikrovalnu digestiju u kivetama, dodatkom 0,5 mL vodikovog peroksida, H2O2 i 3,0 mL 

koncentrirane dušiĉne kiseline, HNO3 (oboje Merck, Darmstadt, Germany). Mikrovalna 

digestija moţdanog tkiva provedena je na mikrovalnom sustavu MLS 1200 Mega, 

prilagoĊenom metodom u trajanju od 5 minuta na 300 W, zatim 30 sekundi na 0 W, te 5 

minuta na 600 W i uz 1 minutu ventilacije. Nakon provedbe mikrovalne digestije, uzorci su 

hlaĊeni kroz 40 minuta u hladnoj vodi, a zatim prebaĉeni u odmjerne tikvice od 10 mL, koje 

su zatim nadopunjene demineraliziranom i redestiliranom vodom za odreĊivanje 

koncentracija cinka i bakra, ICP-OES metodom. Mikrovalni digestor MLS 1200 Mega 

prikazuje slika 8. 

 

 

 

Slika 8. Mikrovalni digestor MLS 1200 Mega 
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Na taj naĉin obraĊeni i pripremljeni uzorci mozga štakora analizirani su metodom ICP-OES 

(Induktivno spregnuta plazma povezana s optiĉkom emisijskom spektrofotometrijom). Nakon 

provedene kalibracije instrumenta, pripremljeni uzorci su preneseni iz odmjernih tkvica od 10 

mL u kivete automatskog uzorkovaĉa (autosamplera), te su uneseni u ICP-OES preko 

pneumatskog raspršivaĉa. Koncentracije cinka i bakra u uzorcima izmjereni su u aparatu pod 

nazivom ICP-OES Prodigy, Leeman Labs Inc, kojega prikazuje slika 9. Mjerenje je 

provedeno odreĊenom metodom, koja ukljuĉuje sljedeće radne uvjete ICP-OES aparata: 

aksijalna pozicija plazme, snaga 1,1 kW, 20 L/min hlaĊenje protokom rashladnog sredstva, 

nebulizacijski tlak od 40 psi, pumpa s radom od 1,0 m/L, te argon kao plin nosilac. Mjerenje 

je takoĊer provedeno i na odgovarajućim valnim duljinam, pa tako su koncentracije cinka 

odreĊene na valnoj duljini od 213,856 nm, a koncentracije bakra na 324,754 nm.  

 

 

 

Slika 9. Prodigy High Dispersion ICP-OES spektrofotometar s pneumatskim raspršivaĉem, te 

odgovarajućom programskom podrškom i s autosamplerom 
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3. 5. Statistiĉka obrada podataka 

Za obradu rezultata je korišten program na raĉunalu pod nazivom Statistica 8.0 (StatSoft, 

Tulsa, USA). Rezultati su izraţeni kao srednja vrijednost ± standardna devijacija, a kao 

granica statistiĉke znaĉajnosti uzeto je 5% (p < 0,05). Za usporedbu izmjerenih koncentracija 

u mozgu štakora u modelu EAE prema definiranim i navedenim skupinama, korišten je 

neparametrijski Mann-Whitney test.  
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4. REZULTATI 

4. 1. Koncentracija cinka (Zn) u mozgu štakora nakon preopterećenja ţeljezom u 

modelu eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE) 

 

Tablica 2. Izmjerene vrijednosti koncentracija cinka (Zn) u uzorcima mozga štakora u modelu 

EAE kod: netretirane skupine (NT), kontrolne skupine (K), tretirane fiziološkom otopinom i 

eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

cink (Zn) 

netretirana skupina (NT) 

kontrolna skupina 

(K)-tretirana fiziološkom 

otopinom 

eksperimentalna skupina 
(Fe)-tretirana ţeljezom 

uzorak koncentracija/ppm uzorak koncentracija/ppm uzorak koncentracija/ppm 

132 - 1 37,2445 108 - 1 38,5742 72 - 1 42,9357 

135 - 1 45,0957 111 - 1 43,4917 75 - 1 42,7647 

138 - 1 39,5693 114 - 1 40,5596 78 - 1 41,2528 

141 - 1 42,7516 117 - 1 40,8057 81 - 1 41,2528 

    120 - 1 40,5833 84 - 1 41,2528 

    123 - 1 45,7373 87 - 1 42,7665 

    126 - 1 40,5845 90 - 1 41,3539 

    129 - 1 43,3729     

srednja vrijednost 41,1652   41,7136   41,9399 

standardna devijacija 3,4585   2,2888   0,8281 

 

Tablica 2. prikazuje izmjerene vrijednosti koncentracije cinka za pojedinaĉne uzorke triju 

skupina zajedno sa srednjom vrijednosti, te standardnom devijacijom. 
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4. 1. 1.  Usporedba prema kontrolnoj skupini - cink 

 

Slika 10. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija cinka (Zn) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod kontrolne skupine (K), tretirane fiziološkom otopinom i eksperimentalne skupine 

(Fe), tretirane ţeljezom 

 

Iz slike 10. vidljivo je da se prosjeĉna koncentracija cinka u mozgu štakora u modelu EAE u 

eksperimentalnoj skupini (Fe), koja je tretirana ţeljezom statitstiĉki znaĉajno ne razlikuje u 

odnosu na prosjeĉnu koncentraciju cinka u kontrolnoj skupini (K), koja je tretirana 

fiziološkom otopinom. 
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4. 1. 2. Usporedba prema netretiranoj skupini - cink 

 

Slika 11. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija cinka (Zn) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod netretirane skupine (NT) i eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

 

Na slici 11. moţemo vidjeti da razlika prosjeĉnih koncentracija cinka u mozgu štakora u 

modelu EAE izmeĊu eksperimentalne skupine (Fe), koja je tretirana ţeljezom i netretirane 

skupine (NT), nije statistiĉki znaĉajna. 
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4. 1. 3. Skupni prikaz promjena koncentracije cinka (Zn) u mozgu štakora u modelu 

EAE 

 

Slika 12. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija cinka (Zn) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod netretirane skupine (NT), kontrolne skupine (K), tretirane fiziološkom otopinom i 

eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

 

Nakon preopterećenja štakora ţeljezom u modelu EAE iz priloţene slike 12. moţe se vidjeti 

da je najveća koncentracija cinka u mozgu izmjerena kod eksperimentalne skupine (Fe), 

tretirane ţeljezom, pa slijedi kontrolna skupina (K), tretirana fiziološkom otopinom, a 

najmanja koncentracija cinka je izmjerena kod netretirane skupine (NT) štakora. Razlike 

izmjerenih koncentracija cinka u mozgu štakora, kod eksperimentalne skupine (Fe), tretirane 

ţeljezom u odnosu na netretiranu skupinu (NT) i kontrolnu skupinu (K), tretiranu fiziološkom 

otopinom nisu statistiĉki znaĉajne. 
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4. 2. Koncentracija bakra (Cu) u mozgu štakora nakon preopterećenja ţeljezom u 

modelu eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE) 

 

Tablica 3. Izmjerene vrijednosti koncentracija bakra (Cu) u uzorcima mozga štakora u modelu 

EAE kod: netretirane skupine (NT), kontrolne skupine (K), tretirane fiziološkom otopinom i 

eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

 

bakar (Cu) 

netretirana skupina (NT) 

kontrolna skupina 

 (K)-tretirana fiziološkom 
otopinom 

eksperimentalna skupina  

(Fe)-tretirana ţeljezom 

uzorak koncentracija/ppm uzorak koncentracija/ppm uzorak koncentracija/ppm 

132 - 1 8,7140 108 - 1 9,2476 72 - 1 10,9011 

135 - 1 10,0060 111 - 1 9,3545 75 - 1 11,4963 

138 - 1 9,3100 114 - 1 9,8408 78 - 1 10,9760 

141 - 1 9,0798 117 - 1 12,0812 81 - 1 11,3520 

    120 - 1 9,2880 84 - 1 11,4718 

    123 - 1 10,4019 87 - 1 10,6526 

    126 - 1 9,5628 90 - 1 9,4172 

    129 - 1 9,7002     

srednja vrijednost 9,2774   9,9346   10,8952
 a, b 

standardna devijacija 0,5442   0,9453   0,7248 

 

 

Tablica 3. prikazuje izmjerene vrijednosti koncentracije bakra za pojedinaĉne uzorke triju 

skupina zajedno sa srednjom vrijednosti, standardnom devijacijom, te statistiĉki znaĉajnim 

razlikama u koncentraciji bakra meĊu skupinama. 

 

 

 

 

 

a - statistiĉki znaĉajna razlika prema skupini netretiranih štakora (NT), p < 0,05 

b - statistiĉki znaĉajna razlika prema kontrolnoj skupini štakora (K), tretiranoj fiziološkom otopinom, p < 0,05 
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4. 2. 1.  Usporedba prema kontrolnoj skupini - bakar 

 

Slika 13. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija bakra (Cu) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod kontrolne skupine (K), tretirane fiziološkom otopinom i eksperimentalne skupine 

(Fe), tretirane ţeljezom 

 

 

Iz priloţene slike 13. vidljivo je da se prosjeĉna koncentracija bakra u mozgu štakora u 

modelu EAE kod eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom, statistiĉki znaĉajno 

razlikuje u odnosu na prosjeĉnu koncentraciju bakra kod kontrolne skupine (K), tretirane 

fiziološkom otopinom (p < 0,05). 
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4. 2. 2. Usporedba prema netretiranoj skupini - bakar 

 

Slika 14. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija bakra (Cu) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod netretirane skupine (NT) i eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

 

 

Iz slike 14. vidljivo je da se prosjeĉne koncentracije bakra u mozgu štakora u modelu EAE 

statistiĉki znaĉajno razlikuju izmeĊu eksperimentalne skupine (Fe), koja je tretirana ţeljezom 

i netretirane skupine štakora (NT), što je grafiĉki prikazano na slici 11 (p < 0,05). 
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4. 2. 3. Skupni prikaz promjena koncentracije bakra (Cu) u mozgu štakora u modelu 

EAE 

 

Slika 15. Prosjeĉne vrijednosti izmjerenih koncentracija bakra (Cu) u mozgu štakora u modelu 

EAE kod netretirane skupine (NT), kontrolne skupine (K) tretirane fiziološkom otopinom i 

eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom 

 

 

Nakon preopterećenja štakora ţeljezom u modelu EAE, iz slike 15. vidljivo je da je najveća 

koncentracija bakra u mozgu štakora izmjerena kod eksperimentalne skupine (Fe), tretirane 

ţeljezom, pa slijedi kontrolna skupina (K), tretirana fiziološkom otopinom, a najmanja 

koncentracija bakra je izmjerena kod netretirane skupine (NT) štakora. Razlike izmjerenih 

koncentracija cinka u mozgu štakora, kod eksperimentalne skupine (Fe), tretirane ţeljezom u 

odnosu na netretiranu skupinu (NT) i kontrolnu skupinu (K), tretiranu fiziološkom otopinom 

su statistiĉki znaĉajne (p < 0,05).  
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5. RASPRAVA 

Patofiziološka stanja tijekom preopterećenja ţeljezom, primjerice promjene serumskih i 

tkivnih koncentracija elemenata u tragovima, kao što su cink i bakar, predmeti su 

ograniĉenoga i maloga broja eksperimentalnih i kliniĉkih istraţivanja, što ujedno predstavlja i 

jedan od razloga provedbe eksperimenta, ovakve vrste. U provedenom eksperimentu, 

povodom ovoga završnoga rada pokazalo se da su procesi homeostaze, metabolizam, pa tako i 

promjene koncentracija ţeljeza i elemenata cinka i bakra, meĊusobno povezani, što proizlazi 

iz moguće posljedice njihovih interakcija i djelovanja u razliĉitim uvjetima i modelima 

bolesti, te mehanizama kompetitivne interakcije ţeljeza sa elementima cinka i bakra izmeĊu 

zajedniĉkih i specifiĉnih nosaĉa i receptora u stanicama i tkivu organizama. Ovisno o tome 

koju vrstu eksperimentalnih ţivotinja koristimo u istraţivanju i kojega spola, kao i u kojem 

modelu provodimo istraţivanje, te u kolikoj koliĉini opterećujemo organizam ţeljezom i u 

kojem periodu tretiranja, dobiti ćemo razliĉite rezultate[55]. 

 

5. 1. Utjecaj preopterećenja ţeljezom na koncentraciju cinka u mozgu štakora u modelu 

eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE) 

Provedenim eksperimentom utvrĊeno je da preopterećenje ţeljezom kod štakora u modelu 

EAE ne dovodi do znaĉajne promjene koncentracije cinka u mozgu, što moţemo vidjeti iz 

tabliĉnih i grafiĉkih rezultata izmjerenih vrijednosti koncentracija cinka u mozgu, prikazanih 

u tablici 2. i na slikama 10. 11. i 12. Kako se koncentracija cinka u mozgu nakon 

preopterećenja organizma ţeljezom nije znaĉajno promjenila, moţemo pretpostaviti da krvno 

moţdana barijera svojom graĊom i svojim mehanizmima, uĉinkovito i ĉvrsto odrţava 

fiziologiju procesa homeostaze i transporta cinka u moţdanom tkivu[41]. No tu, takoĊer 

moţemo istaknuti ĉinjenicu da ţeljezo i cink u razliĉitim tkivima u organizmu imaju 

nekolicinu zasebnih i zajedniĉkih staniĉnih proteina, transportera, preko kojih se provodi 
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njihov transport u stanicu i iz nje. Transporter dvovalentnih metala (DMT1) je jedan od 

zajedniĉkih transportera cinka i ţeljeza, te su ova dva elementa u kompetitvnoj interakciji za 

taj transporter. DMT1 je prisutan u razliĉitim stanicama u organzmu, pa tako i u ţivĉanim 

stanicama, a ima najveći afinitet za transport ţeljeza. No kako je za transport cinka u moţdane 

stanice razvijeno niz drugih proteina transportera u mozgu, specifiĉnih samo za cink, u sluĉaju 

preopterećenosti organizma ţeljezom i zasićenosti DMT1, neće doći do znaĉajnog uĉinka na 

procese transporta cinka u mozgu, a ni do njegove znaĉajno promjenjene 

koncentracije[10,22]. Kao i u ovom eksperimentu gdje nije dokazana statistiĉki znaĉajna 

razlika u izmjerenoj koncentraciji cinka u mozgu štakora u modelu EAE, izmeĊu ţivotinja, 

eksperimentalne skupine, tretirane ţeljezom, kontrolne skupine tretirane fiziološkom 

otopinom i netretirane skupine, takoĊer ni u istraţivanju kojega su provodili Vayenas D. V. i 

suradnici, 1998. godine, objavljenom u International Journal of Clinical and Laboratory 

Research, nije naĊena statistiĉki znaĉajna razlika u koncentraciji cinka u mozgu izmeĊu 

ţivotinja, kontrolne skupine i skupine, ţeljezom preopterećenih[55]. Suprotno, Elseweidy M. 

M. i Abd El-Baky A. E. su u svom radu, objavljenom u Indian Journal of Experimental 

Biology, proveli istraţivanje u kojem su pokazali da je tijekom preopterećenja sa ţeljezom 

usporedbom skupine eksperimentalnih štakora sa kontrolnom skupinom štakora došlo do 

znaĉajnog povećanja koncentracije cinka u mozgu, ţeljezom tretirane skupine štakora. Takvi 

rezultati vjerojatno proizlaze u prvom redu zbog razliĉitog odabira modela istraţivanja, a 

zatim i vrste eksperimentalnih ţivotinje, te davane doze ţeljeza za postizanje preopterećenja. 

Poznata je ĉinjenica da povećana koncentracija ţeljeza u organizmu moţe inducirati 

oksidacijski stres, a organizam kao odgovor na to moţe proizvesti vlastite antioksidativne 

sustave u borbi protiv nastalog oksidacijskog stresa. MeĊu vlastite antioksidativne sustave 

ubrajamo izmeĊu ostaloga i neke komponente koje u svojoj strukturi sadrţe cink, kao što su 

primjerice metalotionenini (MT), superoksid-dismutaza (SOD), koje spreĉavaju nepoţeljno 
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djelovanje ţeljeza u tvorbi slobodnih radikala, pa je vjerojatno moguće da se koncentracija 

cinka u mozgu povećala kao odgovor na povećanje koncentracije ţeljeza, što je sluĉaj u radu 

Elseweidy M. M. i Abd El-Baky A. E[39]. Za razliku od njihovog modela, u ovom radu, 

provedeno je istraţivanje preopterećenja ţeljezom u modelu eksperimentalnog 

autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE), a kako je dokazano da cink ima centralnu ulogu u 

fiziologiji imunosnog sustava, moţemo pretpostaviti da se jedan vjerojatno mali udio cinka u 

mozgu troši u ovom modelu autoimunosne bolesti, kako bi se u odreĊenoj mjeri odrţavala 

normalna funkcija imunosnog sustava, što nije sluĉaj kod istraţivanja znanstvenika Elseweidy 

M. M. i Abd El-Baky A. E., u kojem je uoĉena znaĉajno povišena koncentracija cinka u 

mozgu kod preopterećenja ţeljezom[56,57].  

 

5. 2. Utjecaj preopterećenja ţeljezom na koncentraciju bakra u mozgu štakora u modelu 

eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa (EAE) 

OdreĊivanjem koncentracije bakra u mozgu štakora u modelu EAE, u provedenom 

istraţivanju, uoĉena je statistiĉki znaĉajna razlika, usporedbom izmjerenih koncentracija 

bakra u mozgu štakora kod eksperimentalne skupine tretirane ţeljezom u odnosu na kontrolnu 

skupinu tretiranu fiziološkom otopinom i netretiranu skupinu, što je prikazano u tablici 3. i na 

slikama 13. 14. i 15. Preopterećenje organizma ţeljezom, stoga moţemo povezati sa 

znaĉajnim povećanjem koncentracije bakra u moţdanom tkivu. Dokazano je da bakar 

predstavlja esencijalan kofaktor za aktivnost brojnih enzima, kao što su primjerice: 

ceruloplazmin, superoksid-dismutaza (SOD) i katalaza. Svi navedeni su endogeni bakar-

vezujući, biološki antioksidansi u organizmu, uz bakar-vezujuće metalotionine, tako da će u 

sluĉaju povećanja koncentracije ţeljeza u organizmu vjerojatno iz istog razloga kao i kod 

cinka, doći do povećanja koncentracije bakra, da preko bakar-vezujućih antioksidansa 

zaustavi štetno djelovanje ţeljezom iduciranih slobodnih radikla[10,29,31]. No, i kao jedan 
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mogući razlog, moţemo istaknuti da je u modelu eksperimentalnog autoimunosnog 

encefalomijelitisa (EAE), narušena krvno moţdana barijera, stoga više ne postoji ĉvrsta 

regulacija u koncentraciji bakra u moţdanom tkivu. U već navedenom istraţivanju kojega su 

objavili D. V. Vayenas i suradnici, 1998. godine u International Journal of Clinical and 

Laboratory Research, izmeĊu kontrolne skupine ţivotinja i skupine, ţeljezo preopterećenih, 

nije pronaĊena statistiĉki znaĉajna razlika u izmjerenoj koncentraciji bakra u moţdanom 

tkivu, što je u suprotnosti s rezultatima ovoga istraţivanja, tijekom kojega je pronaĊena 

statistiĉki znaĉajna razlika u izmjerenoj koncentraciji bakra u mozgu kod eksperimentalne 

skupine tretirane ţeljezom u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu fiziološkom otopinom i 

netretiranu skupinu. Ovi autori navode kao vjerojatna objašnjenja, da bi se prouĉavajući 

razliĉitu regulaciju DMT1 u mozgu mogla objasniti razlika u koncentracijama elemenata u 

tragovima u mozgu, te navode da s tom svrhom treba provesti dodatna istraţivanja[55]. 

Rezultate istraţivanja koji su u potpunoj suprotnosti s ovim eksperimentom prikazani su u 

radovima Crowe A. i Morgan E. H., koji su 1996. godine u Journal of Nutrition pokazali da 

preopterećenje organizma ţeljezom, statistiĉki znaĉajno smanjuje vrijednost izmjerenih 

koncentracija bakra u mozgu. Kao moguće objašnjenje njihovih rezultata, moţemo istaknuti 

da je poznata ĉinjenica da  bakar i ţeljezo imaju zasebne i neke zajedniĉke transportere u svim 

stanicama organizama, preko kojih se odvijaju procesi intracelularnog i ekstracelularnog 

transporta ovih elemenata. Transporter dvovalentnih metala (DMT1) prenosi ţeljezo u fero 

obliku (Fe
2+

) , a moţe prenositi i ostale divalentne ione kao što su: cink, bakar, itd, te kako je 

poznato za ţeljezo ima najveći afinitet, koji ulazi s divalentnim ionima u kompetitivnu 

interakciju za ovaj transporter[10,22]. No za razliku od transporta cinka u moţdanom tkivu, u 

sluĉaju transporta bakra, DMT1 (transporter dvovalentnih metala), predstavlja jedan od 

glavnih bakar-transportera u ţivĉanim stanicama, tako da ukoliko doĊe do zasićenja ovoga 

transportera sa ţeljezom, usljed preopterećenja organizma ţeljezom, ostali navedeni bakar-
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transporteri u moţdanom tkivu, vjerojatno ne mogu prebaciti odgovarajuću koliĉinu bakra u 

moţdane stanice zbog zasićnosti DMT1[33]. U istraţivanju kojega su proveli Hrvoje Jakovac 

i suradnici, objavljenom u Histology and Histopathology, gdje se ispitivao vremenski tijek 

ekspresije metalotioneina i tkivnih metala u modelu kroniĉno-relapsirajućeg oblika 

eksperimentalnog autoiunisong encefalomijelitisa, pronaĊena je statistiĉki znaĉajna razlika u 

koncentraciji bakra u moţdanom tkivu, a kao obrazloţenje autori navode, kako bakar moţe 

direktno katalizirati produkciju hidroksilnih radikala pojaĉavajući oksidacijsko oštećenje 

makromolekula, te se moţe pretpostaviti da tijekom EAE dolazi do vezanja bakra u mozgu, 

jer u modelu EAE, ovakvoga oblika dolazi do nastajanja oksidacijskog stresa. Dodatnim 

ispitivanjem metalotioneina ukljuĉenih u  metabolizam cinka i bakra te općenitog nivoa 

oksidacijskog statusa, dobila bi se potpunija informacija o promjenama u koliĉini ispitivanih 

metala[58]. Razumljivo je da razliĉite skupine znanstvenika koji se bave ovom 

problematikom dobivaju razliĉite rezultate, gotovo sigurno zbog primjenjenih razliĉitih uvjeta 

provedbe eksperimenta. U tom smislu kod eksperimenata provedenih za istraţivanje promjene 

koncentracije bakra u mozgu, vjerojatno jako veliki utjecaj ima doza kojom se postiţe 

preopterećenje i u kojem periodu se daje, te model bolesti koji se prouĉava. Širenjem portfelja 

analiziranih parametara, dobila bi se potpunija informacija o mogućoj dishomeostazi 

navedenih metala u ţivĉanom tkivu[59].  
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6. ZAKLJUĈCI 

Na temelju provedenog istraţivanja i statistiĉki obraĊenih rezultata izmjerenih koncentracija 

cinka i bakra u mozgu štakora u modelu eksperimentalnog autoimunosnog encefalomijelitisa 

(EAE), moţemo doći do sljedećih zakljuĉaka: 

 

 preopterećenje ţeljezom u modelu EAE mijenja sadrţaj bakra u mozgu štakora 

 

 koncentracija bakra je znaĉajno veća u eksperimentalnoj skupini štakora, tretiranih s 

preparatom ţeljeza u odnosu na kontrolnu, te netretiranu skupinu 

 

 koncentracija cinka se nije znaĉajno promjenila nakon dodatka preparata ţeljeza u 

modelu EAE 

 

 potrebno je dodatno ispitati mehanizam promjene koncentracije bakra u mozgu 

štakora te promjene ispitivanih metala u serumu i ostalim tkivima 
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