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Izvorni znanstveni članak Original scienti- c article

5’-nuk leo ti da za, oksi da cij ski stres i an tiok si da cij ski sta tus kod kon zu me na ta 

alkohola i bo les ni ka s ci ro zom jet re

5’-nuc leo ti da se, oxi da ti ve stre ss and an tioxi da nt sta tus in al co hol con su me rs 

and cir r ho tic pa tien ts

Ta ran num F. Sub ha ni1, Mo ham mad A. Na sar2, Ab dal la Jarrari2, Vi vian D’Sou za1, Mo ham mad A. Na seer3, Faiyaz Sha keel4

1Ka ted ra za bioke mi ju, Me di cin ski ko le dž u Ka sturbi, Sveu či liš te Ma ni pal, Man ga lo re, In dija
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3Od jel za far ma cut sku ke mi ju, Jamia Ham da rd, New Del hi, In dija
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4De par tme nt of Phar ma ceu ti cs, Fa cul ty of Phar ma cy, Al-A rab Me di cal Uni ver si ty, Ben gha zi, Li bya

Sa že tak

Uvod: Cilj istra ži vanja bio je iz mje riti aktiv no st en zi ma 5’-nuk leo ti da za kod 

bo les ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju alko hol. U is tra ži va nju se is-

pi ti vao i ok si da cij ski stres, an tiok si dan si te nji ho va po ve za no st s 5’-nuk leo-

ti da zom.

Ma te ri ja li i meto de: Is tra ži va nje je pro ve de no u tri sku pi ne po 25 is pi ta ni-

ka jed na ke do bi i spo la: I. sku pi na (kon trol ni is pi ta ni ci), II. sku pi na (oso be ko-

je uzi ma ju al ko hol, tj. kon zu men ti al ko ho la) i III. sku pi na (bo les ni ci s ci ro zom 

jet re). Uzor ci kr vi pri kup lje ni od is pi ta ni ka cen tri fu gi ra ni su ka ko bi se od vo ji la 

plaz ma za ana li zu 5’-nuk leo ti da ze. Od vo je ne sta ni ce su tri pu ta is pra ne 0,9-

postotnom hlad nom H  zio loš kom oto pi nom i upot reb lje ne za ana li zu glu ta tio-

na, ma lon dial de hi da i su pe rok si d-dis mu ta ze.

Re zul ta ti: Ak tiv no st 5’-nukleo ti da ze u se ru mu bi la je statis tič ki zna čaj no po-

više na kod sku pi ne bo les ni ka s ci rozom i sku pi ne kon zu menata alkohola. Ko-

ncen tra ci je ma lon dial de hi da bi le su ta ko đer statis tič ki zna čaj no po vi še ne kod 

bo les ni ka s ci ro zom jet re i kon zu menata al ko ho la. Kon cen tra ci je glu ta tio na i 

su pe rok si d-dis mu ta ze bi le su sta tis tič ki zna čaj no sni že ne u ob je sku pine.

Zak lju čak: Iz ovih re zul ta ta mo že se zak lju či ti da je ak tiv no st 5’-nuk leo ti da-

ze u se ru mu dos ljed no vi ša kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju 

al ko hol. Za pa že na raz li ka mog la bi uka zi va ti na op seg oš te će nja jet re, oš te će-

nja he pa to bi lijar nog sus ta va i op struk ci je jet re.

Ključ ne ri je či: kon zu men ti al ko hola; učin ci an tiok si da nsa; 5’-nuk leo ti da za; 

ok si da cij ski stres

Ab stra ct

Bac kgrou nd: The pre se nt stu dy was un der ta ken to de ter mi ne the 5’-nuc-

leo ti da se en zyme ac ti vi ty in li ver cir r hotic pa tien ts and al co hol con su me rs. 

Oxida ti ve stre ss, an tioxi dan ts and their as so cia tion wi th 5’-nuc leo ti da se were 

al so in ves ti ga ted.

Met ho ds: The stu dy in clu ded three grou ps of 25 age and sex mat ched sub-

jec ts: group I (con trol), group II (al co hol con su me rs) and group III (cir r ho tic 

pa tien ts). Blood sam ples we re col lec ted and cen tri fu ged for se pa ra tion of 

plas ma for ana lysis of 5’-nuc leo ti da se. Sepa ra ted cel ls we re was hed thri ce 

wi th 0.9% w/v co ld nor mal sa li ne and used for the ana lysis of glu tat hio ne, 

ma lon dial de hyde and su pe roxi de dis mu ta se.

Re sul ts: The ac ti vi ty of se rum 5’-nuc leo ti da se was sig ni H  can tly in crea sed in 

bo th cir r ho tic pa tients and al co hol con su me rs. The le ve ls of ma lon dial de hyde 

we re al so sig ni H  can tly in crea sed in bo th cir r ho tic pa tien ts and al co hol con su-

me rs. The le ve ls of glu tat hione and su pe roxi de dis mu ta se we re sig ni H  can tly 

dec rea sed in bo th cir r ho tic pa tients and al co hol con su me rs.

Con clu sio ns: Stu dy re sul ts in di ca ted the ac ti vi ty of se rum 5’-nuc leo ti da se to 

be con sis ten tly hig her in cir r ho tic pa tien ts and al co hol con su me rs. The diU  e-

ren ce re cor ded mig ht be poin ti ng to the exte nt of li ver da ma ge, he pa to bi lia-

ry da ma ge, and bi lia ry sta sis.

Key wor ds: alco hol con su me rs; antioxi da nt eU  ec ts; 5’-nuc leo ti da se; oxi da-

ti ve stre ss
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Uvod

5’-Nuk leo ti da za (5’-NT) je unu tar sta nič ni mem bran ski gli-

kop ro tein ko ji je pri su tan kao ek toen zim kod mno gih vr-

sta sta ni ca si sa va ca, a hid ro li zi ra 5’-nukleotide do nji ho vih 

od go va ra ju ćih nuk leo zi da (1). Od re đu je ga se kao po ka-

za telja oš te će nja jet re ko je je primar no re zul tat in te fe ren-

ci je s iz lu či va njem žu či (2). Ak tiv no st en zi ma po ve ća va se 

kod jet re nih bo les ti uk lju ču ju ći ci ro zu jet re, kro nič ni al ko-

ho li zam, no vot vo ri ne jet re i žučnih ka na la, dob ro ćud nu 

bo le st bi li jar nog sus ta va, no svo ju naj vi šu vri jed no st do-

se že u jet renoj op struk ci je (3,4). Dijag nos tič ka vri jed no st 

5’-NT po ka za la se bo ljom od one jet re nih enzi ma, na ro či-

to kod me tas ta za u jet ri. Po ja ča na ak tiv no st 5’-NT iz mje-

rena je kod 92% bo les ni ka s op struk cij skom žu ticom, 70% 

bo les ni ka s pa ren him skom bo lešću jet re i 81% bo les ni ka 

s me tas ta za ma u jet ri (5,6). Ta ko đer se iz vješ ta va lo da je 

ak tiv no st 5’-NT u se ru mu kli nič ki ko ris na za pos tav lja nje 

di fe ren ci jal ne di jag no ze he pa to bi li jar nih i koš ta nih bo les-

ti, bu du ći da se ak tiv no st en zi ma po ja ča va sa mo kod he-

pa to bi li jar nih bo les ti (7).

Ia ko od re đi va nje sa mo ok si da cij skih ili an tiok si da cij skih 

sas tav ni ca mo že pru ži ti po da tak o ok si dacij skom stre su, 

od re đi va nje ok si dan sa za jed no s an tiok si dan si ma je u 

ovom kon tek stu ko ris ni je (8,9). Is tra ži va nja su uka za la na 

po ja vu slo bo dnih ra di ka la ki si ka u ra nom sta diju  ̀bro ze 

i ci ro ze jet re (10). Kod bo les ni ka obo lje lih od ci ro ze jet re 

us li jed uz ro ka ko ji ni su ve za ni uz al ko hol ili zbog pret je-

ra nog uzi ma nja al ko ho la bi lje ži se sma nje na kon cen tra-

ci ja an tiok si dan sa kao što su glu ta tion (GSH) i su perok-

si d-dis mu ta za (SOD) i po ve ća na kon cen tra ci ja proiz vo da 

li pid ne pe rok si da ci je kao što je ma lon dial de hid (MDA) 

(11-19). Nas ta nak jet re ne  ̀b ro ze kod ci ro ze jet re izaz va ne 

al ko ho lom zam r šen je pro ces ko ji, či ni se, uk lju ču je me ta-

bo lič ke proiz vo de ok si da ci je eta no la; in duk ciju ci tok ro ma 

P450, po jačan ok si da cij ski stres, os lab ljenu an tiok si dacij-

sku ob ranu, li pid na pe rok si da ciju, stva ra nje al de hid nih 

proiz vo da, učin ke mi to gen skih i  ̀b ro gen skih ci to ki na i 

slo že ne in te rakci je iz me đu jet re nih pa re nhim skih i ne-pa-

ren himskih sta ni ca s jet re nim zvjez das tim sta ni ca ma (Ito 

sta ni ce, jet re ni li po ci ti ili sta ni ce ko je poh ra nju ju mas ti) 

ko je da nas su pre poz nate kao pri mar ni iz vori iz van sta nič-

nog mat rik sa (20,21).

Pos to je do ka zi da je bo les na jet ra kod bo les ni ka s ko les-

tat skom bo lešću jet re iz lo že na ok si dacij skom stre su po-

ve zanom s po ve ća nom li pid nom pe rok si da ci jom ko ja uk-

lju ču je unu ta ror gan sko stva ra nje reak tiv nih ki si ko vih spo-

je va (en gl. reac ti ve oxygen spe cies, ROS), pričem je mo gu-

će da pos re du ju en do tok si ni, žučne ki se li ne i na kup lja nje 

raz grad nih pro du ka ta li pid ne pe rok si da ci je, kao što su li-

pidni pe rok sidi i MDA (20,22). Al ko hol pos pje šu je stva ra-

nje ROS i/ili ut je če na nor malan tje les ni ob ram be ni sus-

tav ko ji bra ni or ga ni zam od tih spo je va (23). Is tra ži va nja 

Intro duc tion

5’-Nuc leo ti da se (5’-NT) is an in trin sic mem bra ne glycop-

ro tein, pre se nt as an ec toen zyme in a wi de va rie ty of 

mam ma lian cel ls. 5’-NT hydro lyzes 5’-nuc leo ti des to their 

cor res pon di ng nuc leo si des (1). It is mea su red as an in di ca-

tor of li ver da ma ge re sul ti ng pri ma ri ly from in ter fe ren ce 

wi th the sec re tion of bi le (2). En zyme ac ti vi ty is ele va ted 

in li ver di sea ses in clu di ng li ver cir r ho sis, chro nic al co ho li-

sm, neop las ms of the li ver and bi le duc ts, be ni gn bi lia ry 

di sea se, but reac hes its hig he st le vel in the pre sen ce of 

bi lia ry sta sis (3,4). The diag nos tic va lue of 5’-NT has been 

shown to be su pe rior to ot her li ver en zymes, es pe cial ly in 

li ver me tas ta sis. Rai sed le ve ls of 5’-NT ac ti vi ties are fou nd 

in 92% of pa tie nts wi th ob struc ti ve jaun di ce, 70% of pa-

tien ts wi th pa ren chymal li ver di sea se and 81% of pa tien ts 

wi th he pa tic me tas ta sis (5,6). It is al so re por ted that se-

rum 5’-NT is cli ni cal ly use ful for dif  e ren tial diag no sis of 

he pa to bi lia ry and os seous di sea ses, the en zyme ac ti vi ty 

bei ng on ly increa sed in he pa to bi lia ry di sea se (7).

Al thou gh de ter mi na tion of eit her oxi dan ts or an tioxi da nt 

com po nen ts alo ne may gi ve in for ma tion about oxi da ti ve 

stre ss, de ter mi na tion of oxi dan ts alo ng wi th an tioxi dan ts 

is mo re use ful in this con text (8,9). Stu dies sug ge st that 

evi den ce of oxygen free ra di cal is fou nd ear ly in the de ve-

lop me nt of  ̀b ro sis and cir r ho sis of the li ver (10). Pa tien ts 

suf  e ri ng from li ver di sea se eit her due to no n-al co hol or 

exces si ve al co hol in ta ke show dep le tion of an tioxi dan-

ts su ch as glu tat hio ne (GSH) and su pe roxi de dis mu ta se 

(SOD), and in crea sed con cen tra tion of the pro du cts of 

li pid pe roxi da tion su ch as ma lon dial de hyde (MDA) (11-

19). He pa tic  ̀b ro ge ne sis in al co hol li ver cir r ho sis is an 

in tri ca te pro ce ss, whi ch ap pea rs to in vol ve me ta bo lic 

pro duc ts of et ha nol oxi da tion, cytoc hro me P450 in duc-

tion, en han ced oxi da ti ve stre ss, dep le tion of an tioxi da nt 

de fen ses, li pid pe roxi da tion, ge ne ra tion of al de hydic pro-

duc ts, ef  ec ts of mi to ge nic and  ̀b ro ge nic cyto ki nes, and 

com plex in te rac tio ns be tween li ver pa ren chymal and no-

n-pa ren chymal cel ls wi th he pa tic stel la te cel ls (Ito cel ls, 

he pa tic li po cyte or fat sto ri ng ce ll) are now re cog nized as 

the pri ma ry sour ce of extra cel lu lar mat rix (20,21).

The re is evi den ce that the di sea sed li ver of pa tien ts wi-

th cho les ta tic li ver di sea se is expo sed to oxi da ti ve stre ss 

as so cia ted wi th in crea sed li pid pe roxi da tion in vol vi ng 

in traor gan ge ne ra tion of reac ti ve oxygen spe cies (ROS), 

pos sib ly me dia ted by en do toxi ns, bi le aci ds and ac cu mu-

la tion of deg ra da tion pro duc ts of li pid pe roxi da tion, su ch 

as li pid pe roxi des and MDA (20,22). Al co hol pro mo tes the 

ge ne ra tion of ROS and/or in ter fe res wi th the bo dy’s nor-

mal de fen se mec ha ni sm again st the se com poun ds (23). 

Stu dies sug ge st that evi den ce of oxygen free ra di ca ls is 

al so fou nd ear ly in the de ve lop me nt of  ̀b ro sis and cir r-

ho sis of the liver (10).
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poka zu ju da su slo bod ni ki si ko vi ra di ka li na đe ni i u ra nom 

sta di ju raz vo ja  ̀b ro ze i ci ro ze jet re (10).

Ovo je is tra ži va nje pro ve de no ka ko bi se iz mje ri la ak tiv-

no st enzima 5’-NT kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i oso ba 

ko je uzi ma ju al ko hol. U is tra ži va nje su uk lju če ni i ok si da-

cij ski stres, an tiok si dan si i nji ho va po ve za no st s 5’-NT.

Ma te ri ja li i me to de

Is pi ta ni ci

Is tra ži va nje je pro ve de no u 3 sku pi ne od po 25 is pi ta ni ka 

u do bi od 35-70 go di na. U sva koj je skupini bi lo 13 muš ka-

ra ca i 12 že na:

I. sku pi na (kon trol na sku pi na): zdra vi is pi ta nici, ras pon do-

bi od 35 do 70 go di na (me di jan: 55, in ter kvar til ni ras pon 

(en gl. in te rquar ti le ran ge, IQR): 45-60) bez ikak ve bo les ti 

jet re u anam ne zi, ni su uzi ma li al ko hol ni ti ga uzi ma ju sa-

da;

II. sku pi na (sku pi na kon zu me na ta al ko ho la): ras pon do bi 

od 35 do 70 go di na (me di jan: 55, IQR: 45-60) s po vi jes ti 

uzi ma nja al ko ho la kroz 10 go di na ili vi še, ali bez jet renih 

ili he pa to bi li jar nih po re me ća ja u anam ne zi. Is pi ta ni ci ove 

sku pi ne su ti je kom is tra ži va nja uzi ma li 6250-7500 mg al-

ko ho la na dan. Is pi ta ni ci iz ove sku pi ne s po vi ješ ću al ko-

ho liz ma odab rani su osob nim kon tak tom pre ko poz na tih 

oso ba ko je uzi ma ju al ko hol.

III. sku pi na (sku pi na bo les ni ka s ci ro zom jet re): ras pon do-

bi od 35 do 70 go di na (me di jan: 55, IQR: 45-60) s di jag no-

zom ci ro ze jet re s ili sa žu ticom i uzi ma njem al ko ho la ili 

he pa to tok sič nih li je ko va u anam ne zi. Bo les ni ci s ci ro zom 

jet re su se li ječili u slije de ćim bol ni ca ma u Man ga lo reu: 

Ok ruž na bol ni ca Wen lo ck; Bol ni ca K.M.C, At ta var; Bol ni ca 

K.M.C., ok rug Am bed kar; A.J. In sti tut za me di cin ske zna-

nos ti, Kun ti ka na; Bol ni ca Ye ne poya, Ko dial bail.

Pri iz bo ru is pi ta ni ka za is tra ži va nje vo di lo se ra ču na o to-

me da se iz is tra ži va nja is klju če pu ša či, oso be s na vi kom 

žva ka nja du ha na, oso be s upal nim bo les ti ma, kao što su 

tu ber ku lo za, reu ma toid ni ar tri tis, še ćer na bo le st i ma lig-

ne bo les ti, jer sve ove bo les ti u ve li koj mje ri dop ri no se 

oš te će nju us li jed ok si da tiv nog stre sa. Iz is tra ži va nja su is-

klju če ni i is pi ta ni ci s bi lo ko jom bo leš ću kos ti ju ili s bi lo 

ko jim kli nič kim sta njem ko je bi mog lo bi ti po ve za no s po-

ja ča njem ak tiv nos ti 5’-nukleotidaze.

In sti tu cio nal ni kli nič ki etič ki od bor Me di cin skog ko led ža 

u Kas tru bi, Man ga lo re, In di ja odob rio je ovo is tra ži va nje 

te su ti je kom is tra ži va nja poš to va ne etič ke smjer ni ce Od-

bo ra.

Uzor ci

Uzor ci od 2 mL ven ske kr vi sa kup ljeni su u obič ne bo či ce 

ka ko bi se od vo jio se rum za ana li zu 5’-NT. Iz me di jal ne ku-

bi tal ne ve ne ili ba zi lič ne ve ne uze to je 5 mL kr vi i stav lje-

no u od vo je nu ep ru ve tu s EDTA pod stro gim asep tičnim 

uv je ti ma. Od to ga se 0,2 mL pu ne kr vi ra bi lo za od re đi va-

The pre se nt stu dy was the re fo re un der ta ken to mea su-

re the 5’-NT en zyme ac ti vi ty in li ver cir r ho sis and al co hol 

con su me rs. Oxi da ti ve stre ss, an tioxi dan ts and their as so-

cia tion wi th 5’-NT were al so in ves ti ga ted.

Mate ria ls and met ho ds

Sub jec ts

This stu dy was con duc ted in three grou ps of 25 sub jec ts 

ea ch, age ran ge 35-70 yea rs. The re we re 13 ma les and 12 

fe ma les in ea ch group.

Group I (con trol group): heal thy in di vi dua ls, age ran ge 

35-70 yea rs (median 55, IQR 45-60) ha vi ng no his to ry of 

li ver di sea se or al co hol in ta ke in the pa st or pre se nt.

Group II (al co hol con su mer group): age ran ge 35-70 yea rs 

(median 55, IQR 45-60) wi th a his to ry of 10 yea rs or mo re 

of al co hol in take wit hout any his to ry of li ver di sea se or 

ot her he pa to bi lia ry di sor de rs. Al co hol con su me rs we re 

taking 6250-7500 mg of al co hol/day du ri ng the study. 

Alco hol con su me rs we re rec rui ted by per so nal con ta ct 

from known al co hol con su me rs.

Group III (cir r ho tic pa tie nt group): age ran ge 35-70 yea rs 

(median 55, IQR 45-60) diag no sed wi th li ver cir r ho sis and 

wi th a his to ry of jaun di ce, al co hol in ta ke or he pa to toxic 

drug in ta ke. Pa tien ts we re rec rui ted from the fol lowi ng 

hos pi ta ls in Man ga lo re: Dis tri ct Wen lo ck Hos pi tal; K.M.C 

Hos pi tal, At ta var; K.M.C. Hos pi tal, Am bed kar Cir cle; A.J. 

In sti tu te of Me di cal Scien ces, Kun ti ka na; and Ye ne poya 

Hos pi tal, Ko dial bail.

On se lec ti ng sub jec ts for te st and con trol grou ps, ca re 

was ta ken to eli mi na te sub jec ts wi th ha bi ts li ke smo ki ng, 

to bac co chewi ng, and tho se with chro nic in l am ma to ry 

di sea ses li ke tu ber cu lo sis, rheu ma toid ar thri tis, dia be tes 

mel li tus and ma lig nan cy, all of whi ch play a vi tal ro le in 

con tri bu ti ng to oxi da ti ve stre ss inju ry. Exclu sion cri te ria 

we re any bo ne di sea ses or any ot her cli ni cal con di tio ns 

that mig ht be in vol ved in rai sed 5’-NT ac ti vi ty.

Ap pro val to car ry out the se stu dies in hu mans was ob-

tai ned from the In sti tu tio nal Cli ni cal Et hi cs Com mit tee 

of Kas tur ba Me di cal Col le ge, Man ga lo re, India and their 

gui de li nes were fol lowed du ri ng the stu dy.

Sam ple col lec tion

Two mL of ve nous blood was col lec ted in a plain vial for 

se rum se pa ra tion for the ana lysis of 5’-NT. Fi ve mL of ve-

nous blood was col lec ted in se pa ra te EDTA con tai ne rs 

from the me dian cu bi tal vein or ba si lic vein un der stri ctly 

asep tic pre cau tio ns. Of these, 0.2 mL of who le blood was 

used for glu tat hio ne es ti ma tion; the re st of the sam ple 

was cen tri fu ged at 3000 rpm for 10 mi nu tes wit hin 3 h of 

col lec tion. Plas ma was dis car ded. The se di me nt was used 

to pre pa re erythro cyte sus pen sion and used for the as say 

of MDA and SOD.
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nje glu ta tio na; os ta tak uzor ka se 10 mi nu ta cen tri fu gi rao 

na 3000 okr./min unu tar 3 sa ta od uzi ma nja kr vi. Plaz ma 

se od ba ci la. Se di me nt se ra bio za prip re mu sus pen zi je 

erit ro ci ta i za od re đi va nje kon cen tra ci je MDA i ak tiv nos-

ti SOD.

Me to de

Prip re ma sus pen zi je erit ro ci ta

Od vo je ni se di me nt tri pu ta je is pran hlad nom 0,9-pos tot-

nom  ̀ zio loš kom oto pi nom, na kon če ga je sus pen di ran u 

jed na kom vo lu me nu is te  ̀ zio loš ke oto pi ne. Oto pi na je 

poh ra nje na kao 50% sus pen zi ja sta ni ca na 4-5 °C tije kom 

24 sa ta, a na kon to ga se ra bi la u tes to vi ma za od re đi va nje 

kon cen tra ci je MDA i ak tiv nos ti SOD.

Od re đi va nje ak tiv nos ti 5’-nukleotidaze

Ak tiv no st en zi ma 5’-NT u se ru mu od re đe na je slije de ćom 

me to dom (5). U dvje ma ep ru ve ta ma mje ri lo se sli je de će:

Ukup na ak tiv no st: do da no je 0,2 mL se ru ma, 0,1 mL • 

0,02 M man ga nova sul fa ta i 1,5 mL 40 mM bar bi ton 

pu fe ra, pH 7,5.

Ak tivno st tkiv no nes pe ci ̀ č ne al kal ne fos fa ta ze: do da-• 

no je 0,2 mL se ru ma, 0,1 mL 0,02 M manga nova sul fa-

ta, 1,3 mL 40 mM bar bi ton pu fe ra, pH 7,5 i 0,2 mL 0,1 M 

nik lo vog klo ri da.

Ob je ep ru ve te su zagri ja ne na 37 °C te je u sva ku do-• 

da no 0,2 mL 10 mM ade no zin 5’-fosfata te su 30 mi nu-

ta in ku bi ra ne na 37 °C. Nakon to ga je do da no 2 mL 10-

postotne trik lo rooc te ne ki se li ne (TCA), dob ro promije-

ša no, os tav lje no krat ko da od sto ji i on da cen tri fu gi ra-

no. Uze to je 2 mL nad ta lo ga (0,1 mL se ru ma) ka ko bi 

se od re di la kon cen tra ci ja anor gan skog fos fo ra. Kao 

sli je pa pro ba ra bio se 1 mL vo de, a kao stan da rd 1 mL 

fos fat nog stan dar da (sto ck oto pi na sa 6 mmol/L), sva-

ko me je do dan 1 mL TCA. U sve če ti ri ep ru ve te do da-

no je 2M oc te nog pu fe ra, pH 4,0; 0,5 mL 5-postotnog 

amo ni je vog mo lib da ta i 0,5 mL me to la (2 g me to la i 

10 g nat ri je vog sul ̀  ta u vo di otop lje nog do 100 mL), 

promije ša no, os tav lje no da od sto ji 10 mi nu ta i ta da se 

vri jed no st oči ta la crve nim  ̀l trom ili na 680 nm. Koe ̀ -

ci je nt va ri ja ci je (% CV) ove me to de bio je 1,96.

Ma lon dial de hid (MDA)

Li pid na pe rok si da ci ja erit ro ci ta is pi ta na je pu tem od re đi-

va nja reak cij skih proiz voda tio bar bi tur ne ki se li ne (TBA). 

Sli je di li smo me to du pre ma Stoc ku i Dor man dyju s od-

re đe nim izmje na ma (24). Je dan mL sus penzi je erit ro ci ta 

do dan je u 8,5 mL 0,9-postotne  ̀ zio lo ške oto pine i dob ro 

promije ša no. Na kon to ga je do da no 0,44 M H2O2. Iz smje-

se je od mah iz dvo je no 2,5 mL alik vo ta, če mu je do dan 1 

mL 28-postotne TCA u 0,1 M nat ri je vog me taar se ni ta. To 

je dob ro promije ša no i os tav lje no da sto ji 10 mi nu ta, na-

kon če ga je cen tri fu gi ra no. Uze to je 3 mL nad ta lo ga, če-

mu je do dan 1 mL jed no pos tot ne TBA u 50 mM NaoH. 

Met ho ds

Pre pa ra tion of erythrocyte sus pen sion

The se di me nt se pa ra ted was was hed thri ce wi th 0.9% co-

ld nor mal sa li ne and then sus pen ded in an equal vo lu me 

of the sa me sa li ne so lu tion. It was sto red as 50% ce ll sus-

pen sion at 4-5 °C for 24 h and then used for the as say of 

MDA and SOD.

5’-nuc leo ti da se de ter mi na tion

Se rum 5’-NT en zyme was es ti ma ted usi ng the met hod 

re por ted el sewhe re (5). Two te st tu bes we re set up as fol-

lows:

To tal ac ti vi ty: 0.2 mL of se rum we re ad ded, 0.1 mL of • 

0.02M man ganous sulfate and 1.5 mL of 40 mM, pH 

7.5 bar bi to ne buf  er.

Non-spe ci ̀ c al ka li ne phos pha ta se ac ti vi ty:•  0.2 mL of 

se rum we re ad ded, 0.1 mL of 0.02 M man ga nous sul-

fate, 1.3 mL of 40 mM, pH 7.5 bar bi to ne buf  er and 0.2 

mL of 0.1M nic kel chlo ri de.

Bo th te st tu bes war med to 37 ºC, then 0.2 mL 10mM • 

ade no si ne 5’-phos pha te we re ad ded to ea ch te st tu be 

and in cu ba ted at 37 ºC for 30 mi nu tes. Then 2 mL of 

10% tric hlo roa ce tic acid (TCA) we re ad ded, mixed we-

ll and le ft to stand briel  y, then cen tri fu ged. Two mLof 

su per na ta nt we re ta ken (=0.1 mL se rum) for es ti ma-

tion of inor ga nic phos pho rus. For the bla nk and stan-

da rd 1 mL of wa ter and 1 mL of the phos pha te stan-

da rd (sto ck so lu tion con tai ni ng 6 mmol/L) we re ta ken 

for use, ea ch wi th 1 mL of TCA ad ded. To all four tu bes 

3 mL 2M, pH 4.0 ace ta te buf  er, 0.5 mL of 5% am mo-

nium molybda te and 0.5 mL me tol (2 g me tol and 10g 

so dium sul  ̀te in wa ter ma de up to 100 mL) mixed, al-

lowed to sta nd for 10 mi nu tes and then read usi ng a 

red  ̀l ter or at 680 nm. Per ce nt coes    cie nt of va ria tion 

(% CV) of this met hod was 1.96.

Ma londial de hyde (MDA)

Red ce ll li pid pe roxi da tion was stu died as thio bar bi tu-

ric acid (TBA) reac tion pro duc ts. The met hod of Stoc ks 

and Dor man dy was fol lowed wi th cer tain mo di ̀  ca tio ns 

(24). One mL of erythro cyte sus pen sion was ad ded to 8.5 

mL of 0.9% nor mal sa li ne and mixed we ll. Then 0.5 mL 

of 0.44 M H2O2 was ad ded. From the abo ve mixtu re, 2.5 

mL of aliquot was im me dia te ly ta ken, to whi ch 1 mL of 

28% TCA in 0.1 M so dium me taar se ni te was ad ded. This 

was mixed we ll and al lowed to sta nd for 10 mi nu tes, af-

ter whi ch it was cen tri fu ged. Three mL of the su per na ta nt 

were then ta ken to whi ch 1 mL of 1% TBA in 50 mM NaoH 

was ad ded. This was then ke pt in a boi li ng wa ter ba th 

for 15 minutes and im me dia te ly coo led un der tap wa ter. 

The pi nk chro mo gen was read at 535 nm in a spec trop-

ho to me ter. Va lues we re expres sed as na no mo les of MDA 

for med per dL of RBC, ta ki ng the mo lar extin ction coes   -

cie nt as 1.56 x 105. The % CV of this met hod was 1.88.
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To je ta da stav lje no na 15 mi nu ta u ki pu ću vo de nu kup-

ku te na kon to ga od mah oh la đe no pod mla zom te ku će 

vo de. Ap sor ban ci ja ru ži čas tog kro mo ge na oči ta na je na 

spek tro fo to met ru na 535 nm. Vri jed nos ti su iz ra že ne kao 

nmol/dL erit ro ci ta, uzi ma ju ći koe ̀  ci je nt mo lar ne ap sor-

ban ci je kao 1,56 x 105. CV ove me to de bio je 1,88%.

Glu ta tion (GSH)

Kon cen tra ci ja glu ta tiona u pu noj kr vi iz mje re na je me-

to dom pre ma Beut leru i sur. (25). 1,8 mL des ti li ra ne vo de 

do da no je u 0,2 mL pu ne kr vi i promije ša no; do da no je 

3 mL pre ci pi ti ra ne oto pi ne, pomije ša no i os tav lje no da 

sto ji 10 mi nu ta na sob noj tem pe ra tu ri. Ta je smje sa ta da 

cen tri fu gi ra na. U 2 mL nad ta lo ga do da no je 8 mL fos fat-

ne oto pi ne (0,4 M) i 1 mL DTNB rea gen sa. Ap sor ban ci ja je 

očita na na 412 mn. CV za tu me to du iz no sio je 1,91%.

Su pe rok si d-dis mu ta za (SOD)

Za od re đi va nje ak tiv nos ti SOD sli je di li smo me to du pre-

ma Fri do vic hu (26). Meto da se te me lji na in hi bi ci ji re duk ci-

je NBT (en gl. nit rob lue tet ra zo lium) ra di ka li ma su pe rok si da 

nas ta lih ilu mi na ci jom ri bol  a vi na u pri sut nos ti ki si ka i do-

no ra elek tro na. Kao te melj za od re đi va nje ak tiv nos ti SOD 

ra bio se me tio nin. CV za ovu me to du iz no sio je 1,75%.

Prip re ma he mo li za ta

He mo li zat je prip rem ljen pre ma me to di McCo rda i Fri do-

vi cha (27). U 1 mL erit ro ci ta (is pra nih 0,9-postotnom  ̀ zio-

loš kom oto pi nom) do dan je 1 mL deio ni zi ra ne vo de ka ko 

bi se li zi rale sta ni ce. To me se do da lo 0,5 mL des ti li ra nog 

eta no la i 0,3 mL klo ro for ma te se dob ro promije ša lo i os-

ta vi lo 15 min da od sto ji. Na kon to ga je do da no 0,2 mL 

H2O i cen tri fu gi ra no na 4 °C. Ak tiv no st SOD je vid lji va u 

nad ta lo gu, te se on ra bio za te st od re đi va nja ak tiv nos ti 

SOD, nakon što je ra zrije đen kalij-fos fat pu fe rom (pH 7,8; 

0,05 M). 0,1 mL he mo li za ta raz r je đen je s 1,9 mL ka li j-fos-

fat pu fera. Ta ko ko nač no razrije đeni he mo li zat ra bio se u 

ni že opi sa nom pos tup ku.

Uze te su četiri ep ru ve te i sva ka je oz na če na jed nom na-

ljep ni com: te st, kon tro la, sli je pa pro ba, sli je pa kon tro la. U 

ep ru ve tu te st je do da no 2,9 mL reak cij ske smje se s NTB 

ko ja je sad r žavala 149 mg me tio ni na, 4,93 mL NTB (1 mg/

mL), 0,63 mL ri bol  a vi na (1 mg/mL); ova smje sa se pomi-

je ša la s ka li j-fos fat pu fe rom (pH 7,8/0,05 M) do ko li či ne 

od 100 mL te je do da no 0,1 mL ra zrije đe nog he mo li za ta. 

U ep ru ve tu sli je pa pro ba do da no je 2,9 mL is te reak cij ske 

smje se bez NTB i 0,1 mL ra zrije đe nog he mo li za ta.

U ep ru ve tu kon tro la do da no je 2,9 mL is te reak cijske smje-

se s NTB i 0,1 mL ka li j-fos fat pu fe ra (pH 7,8/0,05 M).

U ep ru ve tu sli je pa kon tro la do da no je 2,9 mL is te reak cij-

ske smje se bez NTB i 0,1 mL ka li j-fos fat pu fe ra (pH 7,8/0,05 

M). Sva ka od ovih smje sa ta da je stav lje na u od go va ra ju ću 

ki ve tu od 10 mL. Ki ve te su stav ljene na 10 mi nu ta u ku ti-

ju ob lo že nu alu mi nij skom fo li jom s l uo rescen tnom lam-

Glu tat hio ne (GSH)

Whole blood glu tat hio ne le vel was mea su red by the 

met hod of Beut ler et al. (25). To 0.2 mL of who le blood, 

1.8 mL of dis til led wa ter was ad ded and mixed; 3 mL of 

pre ci pi ta ti ng so lu tion was ad ded, mixed and al lowed 

to sta nd for 10 min at room tem pe ra tu re. This mixtu re 

was then cen tri fu ged. To 2 mL of the su per natant, 8 mL 

of phos pha te so lu tion (0.4M) and 1 mL of DTNB rea ge nt 

were ad ded. The ab sor ban ce was read at 412 nm. The % 

CV of this met hod was 1.91.

Su pe roxi de dis mu ta se (SOD)

The met hod of Fri do vi ch was fol lowed on es ti ma tion 

of SOD (26). This met hod is ba sed on the in hi bi tion of 

nit rob lue tet ra zo lium (NBT) re duc tion by su pe roxi de ra-

di ca ls, ge ne ra ted by the il lu mi na tion of ri bol  a vin in the 

pre sen ce of oxygen and elec tron do nor. Met hio ni ne was 

used as a ba sis for the as say of SOD. The % CV of this met-

hod was 1.75.

Pre pa ra tion of he mo lysa te

It was do ne by the met hod of McCo rd and Fri do vi ch (27). 

To 1 mL of erythro cytes (was hed wi th 0.9% nor mal sa li-

ne), 1 mL of deio nized wa ter was ad ded to lyse the cel ls. 

To this 0.5 mL of dis til led et ha nol we re ad ded, fol lowed 

by 0.3 mL of chlo ro fo rm, mixed we ll and allowed to sta nd 

for 15 min. Now 0.2 mL of H2O we re ad ded and cen tri fu-

ged at 4 ºC. The su per na ta nt con tained SOD ac ti vi ty and 

was used for the as say of SOD; af ter di lu tion wi th po tas-

sium phos pha te buf  er (pH 7.8, 0.05 M) 0.1 mL of he mo-

lysa te was di lu ted wi th 1.9 mL of po tas sium phos pha te 

buf  er. It was the  ̀ nal di lu ted he mo lysa te that was used 

in the pro ce du re des cri bed be low.

Four te st tu bes we re ta ken and la be led as Te st, Con trol, 

Te st bla nk and Con trol bla nk. To the Te st tu be, 2.9 mL of 

reac tion mixtu re wi th NBT con tai ni ng 149 mg of met hio-

ni ne, 4.93 mL of NBT (1 mg/mL), 0.63 mL of ri bol  a vin (1 

mg/mL) we re ad ded and ma de up to 100 mL wi th po-

tas sium phos pha te buf  er (pH 7.8/0.05M), and 0.1 mL of 

di lu ted he mo lysa te was ad ded. To the ‘Te st bla nk’ tu be, 

2.9 mL of the sa me reac tion mixtu re wit hout NBT and 0.1 

mL of di lu ted hemo lysa te were ad ded.

To the Con trol test tu be, 2.9 mL of the sa me reac tion 

mixtu re wi th NBT and 0.1 mL of po tas sium phos pha te 

buf  er (pH 7.8/0.05M) were ad ded.

To the Con trol bla nk tu be, 2.9 mL of the sa me reac tion 

mixtu re wit hout NBT and 0.1 mL of po tas sium phos pha te 

buf  er (pH 7.8/0.05M) were ad ded. Ea ch of the se mixtu res 

was now put in to a 10-mL bea ker. The bea ke rs we re ke pt 

in an alu mi num foil li ned box  ̀t ted wi th a 15 W l uo res ce-

nt la mp for 10 mi nu tes. The ab sor ban ce was read at 560 

nm in a spec trop ho to me ter for all the four bea ke rs.
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pom od 15W. Ap sor ban ci ja za sve če ti ri ki ve te iz mje re na 

je u spek trofo tometrom na 560 nm.

Od re đi va nje kon cen tra ci je he mog lo bi na

Kon cen tra ci ja he mog lo bi na u erit ro ci ti ma od re đe na je 

ci jan met he mog lo bin me to dom (28). Hemog lo bin je tre-

ti ran rea gen som ko ji sad r ži ka li jev hek sa ci ja no fe rat, ka li-

jev ci ja nid i ka li jev di hid ro gen fos fat (Drab kin sov rea ge ns). 

Hek sa ci ja no fe rat ok si di ra he mog lo bin do met he mog lo bi-

na ko ji se uz ci ja nid pret va ra u ci jan met he mog lo bin. Ap-

sor ban ci ja je iz mje re na u spek tor fo to met ru na 540 nm. 

CV ove me to de bio je 1,65%.

Sta tis tič ka ana li za

Svi bio ke mij ski pa ra met ri me đu sku pi na ma us po re đe ni 

su Krus kal Wal li so vim tes tom, a po da ci su ob ra đe ni sta tis-

tič kim prog ra mom SPSS Ver sion 11 (sta tis tič ki prog ram ski 

pa ket za druš tve ne zna nos ti). Vri jed no st P < 0,05 smat rala 

se sta tis tič ki zna čaj nom.

Re zul ta ti

Ak tiv no st 5’-NT u se ru mu u ovom je is tra ži va nju bi la naj-

ve ća kod sku pi ne bo les ni ka obo lje lih od ci roze jet re, neš-

to ni ža kod sku pi ne kon zu me na ta al ko hola, a naj ni ža kod 

kon trol ne sku pi ne (tab li ca 1.). Po ka za na je sta tis tič ki zna-

čaj na raz li ka u kon cen tra ci ji pa ra me ta ra iz me đu sve tri 

sku pi ne (P < 0,05) (tab li ca 1.). Iz gle da da su naj vi še vri jed-

nos ti ak tiv nos ti 5’-NT u se ru mu kod sku pi ne bo les ni ka s 

ci ro zom jet re ukaziva le na ve ću os jet lji vo st tes ta na jet re-

nu op struk ci ju ili oš te će nje jet re nih sta ni ca (2). Bu du ći da je 

5’-NT en zim ko jega ima u obi lju prven stve no u jet ri, mo gu će 

je da na nje ga ut je ču i ma nja pod ruč ja op struk ci je.

Kon cen tra ci ja MDA u eritro ci ti ma u ovom is tra ži va nju bi-

la je naj vi ša kod sku pi ne bo les ni ka s ci ro zom jet re. Kon-

cen tra ci ja MDA kod sku pi ne kon zu me na ta al ko hola bi la 

je re la tiv no ni ža, a naj ni ža je bi la kod kon trol ne sku pi ne. 

Po ka za na je sta tis tič ki zna čaj na raz li ka u kon cen tra ci ji pa-

ra me ta ra iz me đu sve tri sku pi ne (P < 0,05).

De ter mi na tion of he mog lo bin

The he mog lo bin con te nt of erythro cytes was de ter mi-

ned by the cyan met he mog lo bin met hod (28). He mog lo-

bin was trea ted wi th a rea ge nt con tai ni ng potas sium fer-

ri cya ni de, po tas sium cya ni de and po tas sium di hydro gen 

phos pha te (Drab ki ns Rea ge nt). The fer ri cya ni de oxi di zes 

he mog lo bin to met he mog lo bin, whi ch is con ver ted to 

cyan met he mog lo bin by cya ni de. The absor ban ce was 

mea su red at 540 nm in a spec trop ho to me ter. The % CV 

of this met hod was 1.65.

Sta tis ti cal ana lysis

All bioc he mi cal pa ra me te rs we re com pa red between 

dif  e re nt grou ps usi ng Krus kal Wal lis test. The sta tis ti cal 

sof twa re SPSS Ver sion 11 (sta tis ti cal pac ka ge for so cial 

scien ces) was used for this pur po se. The va lue of P<0.05 

was con si de red as sig ni ̀  ca nt.

Resul ts

In this stu dy, serum 5’-NT ac ti vi ty was hig he st in the cir-

r ho tic group, rela ti ve ly hi gh but le ss than cir r ho tic and 

mo re than con trol in al co hol con su mer group, and lowe-

st in con trol group (Tab le 1). The re was sta tis ti cal ly sig ni ̀ -

ca nt dif  e ren ce in 5’-NT ac ti vi ty be tween three grou ps (P 

< 0.05). The hig he st 5’-NT ac ti vi ty re cor ded in the group 

of cir r ho tic pa tien ts appea red to be in di ca ti ve of grea ter 

sen si ti vi ty for in tra he pa tic ob struc tion or li ver ce ll da ma-

ge (2). Be cau se it is a plen ti ful pri ma ry li ver en zyme, 5’-NT 

may be mo re rea di ly in l uen ced by mi nu te areas of ob-

struc tion.

The RBC MDA le ve ls we re hig he st in the group of cir r ho-

tic pa tien ts, as shown in Tab le 1. MDA le vel was re la ti ve ly 

lower in the group of al co hol con su mers and was lowe st 

in con tro ls. The re was sta tis ti cal ly sig ni ̀  ca nt dif  e ren ce in 

MDA le vel between three grou ps (P < 0.05).

Blood glu tat hio ne le ve ls we re hig he st in the con trol 

group, re la ti ve ly lower in al co hol con su mer group and 

lowe st in cir r ho tic pa tie nt group, as shown in Tab le 1. 

TABLE 1. Concentrations of 5’-nucleotidase (5’-NT), malondial-

dehyde (MDA), glutathione (GSH) and superoxide dismutase 

(SOD) in control, alcohol consumer and cirrhotic patient 

groups.

Pa ra me te rs Con trol (I) Al co hol

con su me rs (II)

Cir r ho tic

pa tien ts (III)

I vs. II

(P; Krus kal Wal lis)

I vs. III

(P; Krus kal Wal lis)

5’-NT (nmol/L)a 8.12 (8–10) 12.14 (10–14) 16.20 (13–18) 0.045 0.032

MDA (nmol/mL)a 4.10 (4–6) 5.22 (5–7) 6.32 (6–8) 0.025 0.015

Glu tat hion (ng/mL)a 550 (500–550) 420 (400–450) 200 (200–250) 0.044 0.012

SOD (ng/mL)a 7541 (7000–7500) 5630 (5500–6500) 4231 (4000–5000) 0.031 0.019

a median (interquartile range); N = 25; Kruskal Wallis test, 5’-NT – 5’-Nucleotidase; MDA – malanodialdehyde; SOD – superoxide dismutase

TAB LI CA 1. Ak tiv no st 5’-nukleotidaze (5’NT), kon cen tra ci ja ma-

lon dial de hi da (MDA) i glu ta tio na te ak tiv no st su pe rok sid dis-

mu ta ze (SOD) kod kon trol ne sku pi ne, sku pi ne kon zu me na ta al-

ko ho la i sku pi ne bo les ni ka s ci ro zom jet re.
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Kon cen tra ci ja glu ta tio na u kr vi u ovom je is tra ži va nju bi la 

naj vi ša kod kon trol ne sku pi ne, re la tiv no ni ža kod sku pi ne 

kon zu me na ta al ko hola, a naj ni ža kod sku pi ne bo les ni ka 

s ci ro zom jet re, kako je pri ka za no u tab li ci 1. Po ka za na je 

sta tis tič ki zna čaj na raz li ka u kon cen tra ci ji pa ra me ta ra iz-

me đu sve tri sku pi ne (P < 0,05).

Ak tiv no st SOD u erit ro ci ti ma bi la je ta ko đer naj vi ša kod 

kon trol ne sku pi ne, re la tiv no ni ža kod sku pi ne konzume-

na ta al ko hola, a naj ni ža kod sku pi ne bo les ni ka s ci ro zom 

jet re, ka ko je pri ka za no u tab li ci 1. Po ka za na je sta tis tič ki 

zna čaj na raz li ka u kon cen tra ci ji pa ra me ta ra iz me đu sve tri 

sku pi ne (P < 0,05).

Ras pra va

U ovom su is tra ži va nju us po re đe ne vri jed nos ti aktiv nos-

ti 5’-NT u se ru mu, kon cen tra ci je proiz vo da li pid ne pe rok-

si da ci je i kon cen tra ci je an tiok si dan sa iz me đu tri sku pi ne 

ispi ta ni ka: sku pi ne bo les ni ka s ci ro zom jet re, sku pi ne oso-

ba ko je uzi ma ju al ko hol i sku pi ne zdra vih is pi ta ni ka ko ji su 

pred stav lja li kon trol nu sku pinu, ujed na če ne pre ma do bi.

Vi soka ak tiv no st 5’-NT u se ru mu kod sku pi ne bo les ni ka s 

ci ro zom jet re uka zuje na unu tar jet re nu opstruk ci ju žuč-

nih ka na li ća usli jed  ̀b ro ze kao re zul ta ta oš te će nja jet re-

nih sta ni ca. Rela tiv no vi so ka ak tiv no st kod sku pi ne oso-

ba ko je kon zu mi ra ju al ko hol mo že se ob jas ni ti pret hod-

nom tvr dnjom da ka ta bo li zam vi ših nuk lein skih ki se li na 

kod kro nič nog tro va nja al ko ho lom do vo di do po ve ća nja 

ak tiv nos ti ovo ga en zi ma, bu du ći da je on po ve zan s raz-

grad njom nuk lein skih ki se li na, pogla vi to mRNA. Kro nič ni 

al ko ho li zam uz ro ku je či tav niz bo les ti jet re i dru gih or ga-

na, što ovi si o ko li či ni unesenog al ko ho la i tra ja nju uno sa 

al ko ho la. Uči nak al ko ho la na jet ru pro te že se od mas nih 

prom jena do he pa ti ti sa i ci ro ze, te će sto ga i ak tiv no st 5’-

NT ima ti ras pon ko ji od go va ra oš te će nju jet re nih sta ni-

ca i mem bra na žuč nih vo do va, što re zul ti ra um je re nom 

opstruk ci jom jet re. Kod al ko ho liz ma je aktiv no st enzima 

5’-NT po vi še na.

Važ na je i či nje ni ca da po ja ča ne ak tiv nos ti 5’-NT u se ru-

mu, po ve za ne s vi so kom vje ro jat noš ću pri sut nos ti bo les ti 

jet re, pot vr đu ju ka ko je sva ko po ja ča nje ak tiv nos ti 5’-NT 

vi so ko spe ci ̀ č no za he pa to bi li jar ne bo les ti (1-2). Vi še kon-

cen tra ci je MDA kod bo les ni ka s ci ro zom i oso ba ko je uzi-

ma ju al ko hol uka zu ju na vi ši ok si da cij ski stres kod bo les-

ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju al ko hol (23). Ovi 

su re zul ta ti suk lad ni re zul ta ti ma ne ko li ko is tra ži va nja ko ja 

su pot vr di la uk lju če no st slo bod nih ra di ka la u pa to ge ne zu 

oš te će nja jet re u slu ča je vi ma ci ro ze jet re i kro nič nog al ko-

ho liz ma (29-31). Glu ta tion ima ve liko značenje u re duk ci ji 

vo di ko vog pe rok si da i or gan skih pe rok si da (npr. li pid nih 

pe rok si da), u reak ci ji ko ju ka ta li zi ra selen ko ji sad r ži GHS-

pe rok si da zu te dru gi pro tei ni ko ji ta ko đer po ka zu ju ak tiv-

no st GSH-S-tran fe ra ze (32). To je zna ča jan en do ge ni an-

tiok si dans koji proiz vo di sta ni ca, a ko ji iz ravno sud je lu je u 

The re was sta tis ti cal ly sig ni ̀  ca nt dif  e ren ce in glu tat hio-

ne con cen tra tion be tween three grou ps (P < 0.05).

The RBC SOD va lues we re al so hig he st in the con trol 

group, re la ti ve ly lower in al co hol con su mer group and 

lowe st in cir r ho tic pa tie nt group, as shown in Tab le 1. 

The re was sta tis ti cal ly sig ni ̀  ca nt dif  e ren ce in glu tat hio-

ne con cen tra tion be tween three grou ps (P < 0.05).

Dis cus sion

In this stu dy, se rum 5’-NT level, the pro du ct of li pid pe-

roxi da tion and an tioxi da nt le vel we re com pa red amo ng 

cir r ho tic pa tien ts, al co hol con su me rs and nor mal age 

mat ched in di vi dua ls as con tro ls. The hi gh le vel of 5’-NT 

in the cir r ho tic group was sug ges ti ve of in tra he pa tic ob-

struc tion of bile ca na li cu li due to  ̀b ro sis as the re su lt of 

li ver ce ll inju ry. Its re la ti ve ly hig her ac ti vi ty in the al co hol 

con su mer group fou nd sup po rt in a pre vious re po rt sta ti-

ng that hig her nuc leic acid ca ta bo li sm in chro nic al co hol 

toxi ci ty leading to its ele va tion as the en zyme is re la ted 

to the break down of nuc leic acid, es pe cial ly mR NA. Chro-

nic al co ho li sm pro du ces a wi de spec trum of li ver and 

ot her or gan di sea ses de pen di ng on the amou nt and du-

ra tion of al co hol in ta ke. He pa tic ef  ec ts ran ge from fat ty 

le sion to he pa ti tis and cir r ho sis, and the ac ti vi ty of 5’-NT 

wi ll al so be ran gi ng as per the da ma ge do ne to the li ver 

cel ls and bi le ca na li cu lar mem bra nes, re sul ti ng in mi ld to 

mo de ra te bi lia ry sta sis. The 5’-NT en zyme is in du ced in 

al co ho li sm.

Of im por tan ce is the fa ct that hig her 5’-NT ac ti vi ty in the 

se rum of pa tien ts iden ti ̀ ed wi th a hi gh pro ba bi li ty for 

the pre sen ce of li ver di sea se con ̀ r ms that any in crea se 

in 5’-NT ac ti vi ty is hig hly spe ci ̀ c for he pa to bi lia ry di sea-

se (1,2). Hig her le ve ls of MDA in bo th cir r ho tic pa tie nt 

and al co hol con su mer grou ps we re sug ges ti ve of hig her 

oxi da ti ve stre ss in pa tien ts wi th li ver cir r ho sis as we ll as 

in al co hol con su me rs (23). The se  ̀n din gs are con sis te-

nt wi th the re por ts from se ve ral stu dies that con ̀ r med 

the in vol ve me nt of free ra di ca ls in the pat ho ge ne sis of 

li ver inju ry in ca se of li ver cir r ho sis and chro nic al co ho-

li sm (29-31). Glu tat hio ne is of ma jor im por tan ce in the 

re duc tion of hydro gen pe roxi de and or ga nic pe roxi des 

(e.g., li pid pe roxi des) in a reac tion that is ca ta lyzed by se-

le nium con tai ni ng GSH pe roxi da se and by ot her pro tei ns 

that al so exhi bit GSH-S-transfe ra se acti vi ty (32). It is the 

ma jor en do ge nous an tioxi da nt pro du ced by the ce ll. It 

par ti ci pa tes di rec tly in the neut ra li za tion of free ra di ca ls, 

reac ti ve oxygen com poun ds and main tai ns exo ge nous 

an tioxi dan ts su ch as vita mi ns C and E, and al so plays a ro-

le in de toxi ̀  ca tion of ma ny xe no bio ti cs (23).

SOD plays a ro le in the re mo val of hydro gen pe roxi de 

(H2O2) for med in red cel ls and be cau se he mog lo bin and 

SOD ha ve been shown to be in clo se as so cia tion in red 

cel ls.
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neut ra li zaci ji slo bod nih ra di ka la, reak tivnih ki si ko vih spo-

je va i sad r ži eg zo ge ne an tiok si dan se kao što su vi ta mi ni C 

i E, te ima ulo gu u de tok si ka ci ji mno gih kse no bio ti ka (23).

SOD ima ulo gu u uk la nja nju vo di ko vog pe rok si da (H2O2) 

ko ji se stva ra u erit ro ci ti ma i zbog to ga je do ka za no da su 

he mog lo bin i SOD u us koj ve zi u erit ro ci ti ma. Sma nje na 

kon cen tra ci ja GSH i sla ba ak tiv no st SOD u sta nič nim i iz-

van sta nič nim te ku ći na ma sma nju je njen ka pa ci tet hva ta-

nja slo bod nih ra di ka la ki si ka (engl. oxygen de ri ved free ra-

di cal, ODFR) te či ni tki va pod lož ni ji ma oš te će nji ma što ih 

uz ro ku ju ODFR (33). Sla ba ak tiv no st GSH i SOD kod bo les-

ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju al ko hol uka zu je 

na vi ši ok si da cij ski stres kod ovih sku pi na (30).

Vi ša kon cen tra ci ja li pid nih pe rok si da (MDA) i ni ža kon cen-

tra ci ja an tiok si dan sa (GSH i SOD) u erit ro ci ti ma bo les ni ka 

s ci ro zom uka zu je na pro mi je njen ok si da cij ski i an tiok si-

da cij ski sta tus (30). Sma nje na kon cen tra ci ja GSH čini sta-

ni ce pod lož ni ji ma ok si da cij skom stre su.

Na ši re zul ta ti po ka zu ju da je an tiok si da cij ska ob ra na kod 

ci ro ze jet re sma nje na, što je po ve za no sa sma nje njem 

kon cen tra ci je glu ta tio na i ak tiv noš ću an tiok si da cij skog 

en zi ma SOD (18,19). Poz na to je da al ko hol sma nju je kon-

cen tra ci ju GSH, oso bi to u mi to hon dri ji ma ko ji ma je obič-

no svoj stve na vi so ka kon cen tra ci ja GSH, pot reb na kako bi 

se uk lo ni li reak tiv ni ki si ko vi spo je vi proiz ve de ni ti je kom 

ak tiv nos ti u res pi racij skom lan cu.

Sni že na kon cen tra ci ja glu ta tio na kod bo les ni ka s ci ro zom 

i u sku pi ni kon zu me na ta al ko hola u skla du je s os ta lim iz-

vješ ći ma (19). Do sma nje nja kon cen tra ci je glu ta tio na mo-

že do ći us li jed (i) nje go ve fun kci je u hva ta nju slo bod nih 

ra di ka la, (ii) nje go vog sud je lo va nja u od r ža va nju ne-GSH 

pro tei na sul fhid rila u re du ci ra nom sta nju, (iii) nje go vog 

dje lo va nja kao ko fak to ra za glu ta tio n-S-tran sfe ra zu (GST) 

ti je kom de tok si ka ci je kse no bio ti ka uk lju ču ju ći al ko hol, 

(iv) ok si da ci je glu ta tio na po mo ću glu ta tion pe rok si da ze 

za de tok si ka ci ju hid ro gen pe rok si da i/ili li pid nih pe rok si-

da, (v) sup re sije sin te ze glu ta tio na eta no lom. Ve ći stu panj 

sni že nja kon cen tra ci je GSH kod bo les ni ka s ci ro zom jet re 

ko ji uzi ma ju al ko hol mo že bi ti re zul tat si ner gij skog dje lo-

va nja al ko ho la i ci ro ze jet re.

Naj ni ža kon cen tra ci ja glu ta tio na iz mje re na je kod sku pi-

ne bo les ni ka s ci ro zom jet re, što uka zu je na to da je glu ta-

tion ski an tiok si da cij ski sus tav neu rav no te žen kod ci ro ze 

jet re, a ti po da ci podupi ru hi po te zu da ok si da cij ski stres 

ima važ nu ulo gu u raz vo ju ci ro ze jet re (19). Sla ba ak tiv no-

st SOD iz mje re na kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i kon zu-

me na ta al ko hola uka zu ju na ok si da cij ski stres ko ji bi mo-

gao bi ti od go vo ran za naj ve će uniš te nje ar hi tek tu re jet re. 

Znat no sla bi ja ak tiv no st SOD iz mje re na kod bo les ni ka s 

ci ro zom jet re uka zu je na to da je ok si da cij ski stres snaž ni ji 

kod bo les ni ka s ci ro zom jet re ne go kod oso ba ko je uzi-

ma ju al ko hol, bu du ći da je ci ro za jet re če st is hod či ta vog 

ni za kro nič nih bo les ti jet re (22).

Zna čaj no po vi še nje kon cen tra ci je MDA kod bo les ni ka s 

ci ro zom jet re i kon zu me na ta al ko ho la uka zu je na to da 

The low le ve ls of GSH and SOD in cel lu lar and extra cel-

lu lar l ui ds re du ce their oxygen de ri ved free ra di cal sca-

ven gi ng ca pa ci ty ma ki ng the tis sues mo re vul ne rab le to 

oxygen de ri ved free ra di cal (ODFR) da ma ge (33). The low 

le vel of GSH and SOD in the cir r ho tic pa tie nt and al co-

hol con su mer grou ps was indi ca ti ve of hig her oxi da ti ve 

stre ss in pa tien ts wi th li ver cir r ho sis as we ll as in al co hol 

con su me rs (30).

The hig her li pid pe roxi de le vels (MDA) and lower an tioxi-

da nt le vels (GSH and SOD) in RBC of cir r ho tic pa tien ts 

showed an al te red oxi da nt and an tioxi da nt sta tus (30). 

Dep le tion of GSH ren de rs the ce ll mo re sus cep tib le to 

oxi da ti ve stre ss.

Our re sul ts de mon stra ted the an tioxi da nt bar rier to be 

im pai red in li ver cir r ho sis, and to be as so cia ted wi th a 

dec rea se of glu tat hio ne le vel and the acti vi ty of the an-

tioxi da nt en zyme SOD (18,19). Al co hol has been shown 

to dep le te GSH le ve ls, par ti cu lar ly in the mi toc hon dria, 

whi ch nor mal ly are cha rac te ri zed by hi gh le ve ls of GSH 

nee ded to eli mi na te the ROS ge ne ra ted du ri ng the res pi-

ra to ry chain ac ti vi ty.

Re du ced glu tat hio ne in cir r ho tic pa tie nt and al co hol 

con su mer groups was con sis te nt wi th ot her re por ts (19). 

This ob ser va tion may be explai ned on the ba sis of (i) its 

uti li za tion in sca ven gi ng free ra di ca ls, (ii) its in vol ve me-

nt in main tai ni ng no n-GSH cri ti cal pro tein sul fhydryls in 

re du ced sta te, (iii) ac ti ng as a co-fac tor for glu tat hio ne-

S-tran sfe ra se (GST) du ri ng de toxi ̀  ca tion of xe no bio ti cs 

in clu di ng al co hol, (iv) oxi da tion of glu tat hio ne to its oxi-

di zed fo rm by glu tat hio ne pe roxi da se in de toxi ̀  ca tion of 

hydro gen pe roxi de and/or li pid pe roxi des, and (v) sup-

pres sion of glu tat hio ne synthe sis by et ha nol. The mo re 

pro fou nd GSH re duc tion in al co hol cir r ho tic pa tients may 

be due to the syner gis tic ac tion of al co hol and li ver cir r-

ho sis.

The lowe st le vel of glu tat hio ne fou nd in the cir r ho tic 

pa tie nt group in di ca ted im ba lan ce of the glu tat hio ne 

an tioxi da nt system in cir r ho sis, sup po rting the hypot-

he sis that oxi da ti ve stre ss plays an im por ta nt ro le in 

the de ve lop me nt of li ver cir r ho sis (19). The low le ve ls of 

SOD ac ti vi ty ob ser ved in the cir r ho tic pa tie nt and al co-

hol con su mer grou ps we re indi ca ti ve of oxi da ti ve stre ss 

that may be res pon sib le for maxi mal des truc tion in li ver 

ar chi tec tu re. A mar ked ly lower SOD ac ti vi ty ob ser ved in 

the cir r ho tic pa tie nt group in di ca ted that oxi da ti ve stre ss 

was mu ch mo re pro fou nd in li ver cir r ho sis patien ts than 

in alco hol con su me rs, as li ver cir r ho sis is a com mon out-

co me of a va rie ty of chro nic li ver di sea ses (22).

A sig ni ̀  ca nt in crea se in MDA le ve ls in the cir r ho tic pa tie-

nt and al co hol con su mer grou ps sug ge sted that cir r ho tic 

pa tien ts and al co hol con su me rs we re at hig her expo su re 

to oxi da ti ve stre ss. The dec rea sed le vels of bo th GSH and 

SOD in the pre se nt stu dy sug ge sted that the in crea se 

in oxi da ti ve stre ss was as so cia ted wi th a pro por tio na te 
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su ove sku pi ne pod lož ni je ok si da cij skom stre su. Sni že na 

kon cen tra ci ja GSH i sma nje na ak tiv no st SOD u ovom is-

tra ži va nju uka zu ju na to da s po vi še njem ok si da cij skog 

stre sa do la zi do pro por cio nal nog slab lje nja an tiok si da cij-

skog ob ram be nog sus ta va kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i 

oso ba ko je uzi ma ju al ko hol.

Iz ovih re zul ta ta mo že mo zak lju či ti da ak tiv no st 5’-NT 

dos ljed no ras te kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je 

uzi ma ju al ko hol ovis no o ve li či ni oš te će nja na jet ri te da 

se kod bo les ni ka s ci ro zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju al-

ko hol po ve ća va ok si da cij ski stres, a sma nju je an tiok si da-

cij ski sta tus, no da je op seg ok si da cij skog stre sa ve ći kod 

bo les ni ka s ci ro zom jet re ne go kod oso ba ko je uzi ma ju al-

ko hol.

Zak lju čak

U ovom smo is tra ži va nju po ku ša li od re di ti op seg ak tiv-

nos ti 5’-NT u se ru mu sku pi ne bo les ni ka s ci ro zom jet ra i 

sku pi ne oso ba ko je uzi ma ju al ko hol u us po red bi s kon-

trol nom sku pi nom zdra vih is pi ta ni ka. Ovim smo is tra ži va-

njem ta ko đer po ku šali od re di ti op seg ok si da cij skog stre-

sa i an tiok si da cij skog sta tu sa kod bo les ni ka s ci ro zom jet-

re i oso ba ko je uzi ma ju al ko hol.

Iz na ših se re zul ta ta mo že zak lju či ti da je ak tiv no st 5’-NT 

u se ru mu dos ljed no vi ša kod sku pi ne bo les ni ka s ci ro-

zom jet re i oso ba ko je uzi ma ju al ko hol, suk lad no ve li či ni 

oš te će nja jet re, oš te će nju he pa to bi li jar nog sus ta va i op-

struk ci ji jet re. Ta ko đer mo že mo zak lju či ti da se po ve ćao 

ok si da cij ski stres i sma njio an tiok si da cij ski sta tus kod ob je 

pro mat ra ne sku pi ne, bo les nika s ci ro zom jet re i osoba ko-

je uzi ma ju al ko hol, no op seg ok si da cij skog stre sa je ve ći 

kod bo les ni ka s ci ro zom jet re ne go u oso ba ko je uzi ma-

ju al ko hol s ili bez he pa to bi li jar nih bo les ti u anam ne zi. 

Pa ra met ri li pid ne pe rok si da ci je i an tiok si da cij ske ob ra ne 

mog li bi bi ti ko ris ni bi lje zi kod pro mat ra nja bo les ni ka s 

he pa to bi li jar nim bo le si ma.

Zah va la

Au to ri zah va lju ju Me di cin skom fa kul te tu Kas tur ba u Man-

ga lo reu na osi gu ra nju pros to ra i op re me pot reb nih za 

pro vo đe nje ovoga is tra ži va nja.

dec rea se in the an tioxi da nt de fen se system in cir r ho tic 

patien ts and al co hol con su me rs.

From the se  ̀n din gs, we can con clu de that the ac ti vi ty of 

5’-NT ri ses con sis ten tly in cir r ho tic pa tien ts and al co hol 

con su me rs ac cor di ng to the exte nt of da ma ge to the li ver 

and that the re is an in crea se in oxi da ti ve stre ss and a dec-

rea se of an tioxi da nt sta tus in bo th li ver cir r ho sis pa tien ts 

and al co hol con su me rs; howe ver, the exte nt of oxi da ti ve 

stre ss is mo re pro fou nd in cir r ho tic pa tien ts than in al co-

hol con su me rs.

Con clu sion

This stu dy at tem pted to es tab li sh the exte nt of se rum 5’-

NT ac ti vi ty in cir r ho tic pa tien ts and al co hol con su me rs as 

com pa red wi th nor mal in di vi dua ls (con tro ls). This stu dy 

al so at tem pted to es tab li sh the exte nt of oxi da ti ve stre-

ss and an tioxi da nt sta tus in cir r ho tic pa tien ts and al co hol 

con su me rs.

Ba sed on stu dy re sul ts, it is con clu ded that the ac ti vi ty 

of se rum 5’-NT is con sis ten tly hig her in cir r ho tic pa tien ts 

and al co hol con su me rs, ac cor di ng to the exte nt of li ver 

da ma ge, he pa to bi lia ry da ma ge, and bi lia ry sta sis. We can 

al so con clu de that the re is an in crea se in oxi da ti ve stre ss 

and a dec rea se in an tioxi da nt sta tus in bo th li ver cir r ho-

sis pa tien ts and al co hol con su me rs, whe re by the exte nt 

of oxi da ti ve stre ss is mo re pro fou nd in cir r ho tic pa tients 

than in alco hol con su me rs wi th or wit hout a his to ry of 

he pa to bi lia ry di sea se. The pa ra me te rs of li pid pe roxi da-

tion and an tioxi da nt de fen se may be use ful mar ke rs for 

mo ni to ri ng pa tien ts wi th he pa to bi lia ry di sor de rs.

Acknowled gme nt

The aut ho rs are gra te ful to Kasturba Me di cal Col le ge, 

Man ga lo re, for pro vi di ng fa ci li ties to car ry out the se stu-

dies.

Ad re sa za do pi si va nje:

Faiyaz Sha keel

De par tme nt of Phar ma ceu ti cs

Fa cul ty of Phar ma cy

Ala rab Me di cal Uni ver si ty

Ben gha zi 5341, Li bya

e-poš ta: faiyaz s@fas tmail.fm

Cor res pon di ng aut hor:

Faiyaz Sha keel

De par tme nt of Phar ma ceu ti cs

Fa cul ty of Phar ma cy

Ala rab Me di cal Uni ver si ty

Ben gha zi 5341, Li bya

e-mail: faiyaz s@fas tmail.fm



Biochemia Medica 2009;19(3):277–86

286

Subhani TF. i sur. Aktivnost 5’-nuk leo ti da ze kod kon zu me na ta alkohola i bo les ni ka s ci ro zom jet re

Subhani TF. et al. 5’-nuc leo ti da se sta tus in al co hol con su me rs and cir r ho tic pa tien ts

Li te ra tu ra/References

1. Pa ga ni F, Pan teg hi ni M. 5’-Nuc leo ti da se in the de tec tion of in crea sed 
ac ti vi ty of the li ver fo rm of al ka li ne phos pha ta se in se rum. Clin Chem 
2001;47:2046-8.

2. Smi th K, Va ron HH, Ra ce GJ, Paul son DL, Ur schel HC, Mal la ms JT. 
Se rum 5’-nuc leo ti da se in pa tien ts wi th tu mor in the li ver. Can cer 
1996;19:1281-5.

3. Al-Mud ha[  ar SA, Saa dal la V. Ki ne ti cs of 5-nucleotidase in se ra of li ver 
cir r ho tic and nor mal Iraqi in di vi dua ls. Bioc hem Exp Biol 1978;14:339-
45.

4. Din kov L, Krai ni ko va M, Brail ski KH. Se rum 5’-nuc leo ti da se ac ti vi ty in 
chro nic he pa to bi lia ry di sea ses. Vu tr Bo les 1979;18:39-46.

5. Bel ̂  e ld A, Gol dbe rg DM. Ap pli ca tion of a con ti nuous spec trop ho to-
met ric as say for 5’-nuc leo ti da se ac ti vi ty in nor mal sub jec ts and pa-
tien ts wi th li ver and bo ne di sea se. Clin Chem 1969;15:931-9.

6. Rat hna ku mar G, Ras te AS. Can 5’-nuc leo ti da se es ti ma tion be a pre dic-
tor of li ver me tas ta ses? Ind J Can cer 2000;37:23-6.

7. Sto rz G, Im lay JA. Oxi da ti ve stre ss. Cu rr Opin Mic ro biol 1999;2:188-94.

8. Wac hstein M, Mei sel E. En zyma tic his toc he mis try of et hio ni ne in du ced 
li ver cir r ho sis and he pa to ma. J His toc hem Cytoc hem 1959;7:189-95.

9. Wein ber ger B, Wa to rek K, Strau ss R, Wi tz G, Hia tt M, He gyi T. As so cia-
tion of li pid pe roxi da tion wi th he pa to cel lu lar inju ry in pre te rm in fan ts. 
Crit Ca re 2000;6:521-5.

10. Na ta ra jan SK, Tho mas S, Ra ma moor thy P, Ba si vi red dy J, Pu li mood AB, 
Ra mac han dran A, et al. Oxi da ti ve stre ss in the de ve lop me nt of li ver 
cir r ho sis. J Ga st He pa tol 2006;21:947-57.

11. Mul ler G, Rah fe ld B, Jan nas ch M. Ma lon dial de hyde con cen tra tion 
in blood plas ma of pa tien ts wi th li ver di sea ses. Z Ge sam te Inn Med 
1992;47:263-5.

12. Lo guer cio C, Gi ro la mo VD, Cuo mo A, Ar gen zio F, Ian not ta C, Di sal vo D, 
et al. De ter mi na tion of plas ma γ-glutathione-S-transferases in chro nic 
al co hol abu se rs: re la tion ship wi th al co hol in ta ke and li ver in vol ve me-
nt. Al co hol Al co hol 1998;33:366-72.

13. Blei ch S, Spil ker K, Kur th C, Deg ner D, Quin te la-Schnei der M, Ja va he ri-
pour K, et al. Oxi da ti ve stre ss and an al te red met hio ni ne me ta bo li sm 
in al co ho li sm. Neu ros ci Le tt 2000;293:171-4.

14. Ya ma mo to Y, Ya mas hi ta S, Fu ji sawa A, Ko ku ra S, Yos hi kawa T. Oxi da-
ti ve stre ss in pa tien ts wi th he pa ti tis, cir r ho sis and he pa to ma eva lua ted by 
plas ma an tioxi dan ts. Bioc hem Biop hys Res Com mun 1998;247:166-70.

15. Par A, Ro th E, Ru mi G, Ko va cs Z, Ne mes J, Moz sik G. Oxi da ti ve stre ss 
and an tioxi da nt de fen se in al co hol li ver di sea se and chro nic he pa ti tis 
C. Orv He til 2000;141:1655-9.

16. Pu ruc ker E, Wer nze W, Kran dik G. Glu tat hio ne in plas ma, li ver, and kid-
ney in the de ve lop me nt of CCL4-in du ced cir r ho sis of the rat. Res Exp 
Med 1995;195:193-9.

17. Pu ruc ker E, Wi nog rad R, Roeb E, Ma te rn S. Glu tat hio ne sta tus in li ver 
and plas ma du ri ng de ve lop me nt of bi lia ry cir r ho sis af ter bi le du ct li-
ga tion. Res Exp Med 1998;198:167-74.

18. Cze zot H, Sci bior D, Skr zycki M, Pod said M. Ac ti vi ty of an tioxi da nt en-
zymes in pa tien ts wi th li ver cir r ho sis. Wiad Lek 2006;59:762-6.

19. Cze zot H, Sci bior D, Skr zycki M, Pod said M. Glu tat hio ne and GSH-de-
pen de nt en zymes in pa tien ts wi th li ver cir r ho sis and he pa to cel lu lar 
car ci no ma. Ac ta Bioc him Pol 2006;53:237-42.

20. Kap lan MM, Ger shwin ME. Pri ma ry bi lia ry cir r ho sis. N En gl J Med 
2005;353:1261-73.

21. Tsu ka mo to H, Hor ne W, Ka mi mu ra S, Nie me la O, Par kki la S, Yia-Her-
ttua la S, et al. Expe ri men tal li ver cir r ho sis in du ced by al co hol and iron. 
J Clin In ve st 1995;96:620-30.

22. Cas tee le MV, Van pe lt JF, Ne ve ns F, Fe ve ry J, Reic hen J. Low NO bioa-
vai la bi li ty in CCL4 cir r ho tic rat li ve rs mig ht re su lt from low NO synthe-
sis com bi ned wi th dec rea sed su pe roxi de dis mu ta se ac ti vi ty al lowi-
ng su pe roxi de-me dia ted NO break down: A com pa ri son of two por tal 
hyper ten si ve rat mo de ls wi th heal con tro ls. Co mp He pa tol 2003;2:E2.

23. Hua ng MC, Chen CH, Pe ng FC, Ta ng SH, Chen CC. Al te ra tio ns in oxi da-
ti ve stre ss sta tus du ri ng ear ly al co hol wit hdrawal in al co hol pa tien ts. J 
For mos Med As soc 2009;108:560-9.

24. Stoc ks J, Dor man dy TL. The au to-oxi da tion of hu man red ce ll li pi ds in-
du ced by hydro gen pe roxi de. Br J He ma tol 1971;20:95-111.

25. Beut ler E, Du ron O, Kel ly BM. Im pro ved met hod for the de ter mi na tion 
of blood glu tat hio ne. J Lab Clin Med 1963;61:883-7.

26. Fri do vi ch I. Su pe roxi de dis mu ta se. An nu Rev Bioc hem 1975;44:147-59.

27. McCo rd JM, Fri do vi ch I. Su pe roxi de dis mu ta se: an en zyme fun ction for 
erythro cu pe rin (he mo cu pe rin). J Biol Chem 1969;244:6049-55.

28. Drab kin DL, Aus tin JM. Spec trop ho to met ric con stan ts for com mon 
hae mog lo bin de ri va ti ves in hu man, dog and rab bit blood. J Biol Chem 
1932;98:719-33.

29. Ba gin ski ES, Ma rie SS, Ep stein E, Zak B. Sim ple, di re ct de ter mi na tion of 
se rum 5’-nuc leo ti da se. Ann Clin Lab Sci 1977;7:469-78.

30. Wu D, Ce dar baum AI. Oxi da ti ve stre ss and al co hol li ver di sea se. Se min 
Li ver Dis 2009;29:141-54.

31. Lju bun cic P, Tan ne A, Bom zon A. Evi den ce of a syste ma tic phe no me-
non for oxi da ti ve stre ss in cho les ta tic li ver di sea se. Gut 2000;47:710-6.

32. Meis ter A. Se lec ti ve mo di ̂   ca tion of glu tat hio ne me ta bo li sm. Scien ce 
1983;220:472-7.

33. Gup ta VK, Mal li ka V, Gup ta Y, Sri vas ta va DK. Oxygen de ri ved free ra di-
ca ls in cli ni cal con text. Ind J Clin Bioc hem 1992;7:3-10.


