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1. UVOD

Hemoterapija je već više godina najčešći vid terapije za stotine hiljada novootkrivenih 

pacijenata koliko godišnje oboleli od malignih tumora. Novi i efikasniji lekovi su produžili 

životni vek mnogim pacijenatima i u nekim slučajevima rezultirali remisijom i izlečenjem. 

Primena hemoterapije u lečenju karcinoma datira od početka 20. veka kada je primena

aminopterina i azotnog iperita u kliničkoj praksi obezbedila neophodni stimulans za razvoj 

antitumorskih lekova. Ishod hemoterapije ne zavisi samo od osetljivosti tumora na lek već i 

od važnih farmakokinetičkih faktora kao što su apsorpcija leka, metabolizam i eliminacija, 

koji u najvećoj meri određuju dozu, raspored i način primene leka. 

Citostatici deluju na ćelijskom nivou različitim mehanizmima čiji je krajnji cilj ubijanje

malignih ćelija. Citostatski lekovi inhibiraju, odnosno remete sintezu makromolekula (DNK, 

RNK) i funkcije ćelijskih organela. Zbog brojnih neželjnih dejstava citostatika, veoma je 

teško odrediti optimalnu dozu i učestalost primene hemoterapije. Ukoliko je doza mala onda

nema adekvatnog antitumorskog efekta, dok ukoliko je prevelika onda toksičnost leka može 

izazvati neželjene efekte pa čak i ugroziti život pacijenta. Većina neželjenih efekata 

hemoterapije je reverzibilna i oni nestaju nakon završetka hemoterapije. Vreme potrebno da 

se neka neželjena dejstva hemoterapije otklone i povrati normalna funkcija organizma varira 

od osobe do osobe i zavisi od mnogih faktora, uključujući i opšte zdravstveno stanje 

bolesnika, vrstu primenjenih lekova, itd. Neka neželjena dejstva mogu potrajati i više meseci 

ili godina pre nego što potpuno nestanu. Ponekad neželjena dejstva mogu trajati i doživotno, 

ako na primer hemoterapija izazove trajno oštećenja srca, bubrega, pluća i drugih organa. 

Cisplatin je antitumorski lek koji sadrži platinu. Delotovoran je kod velikog broja malignih 

oboljenja. Međutim, jedan od najčešćih faktora koji ograničavaju njegovu kliničku upotrebu 

jeste nefrotoksičnost. Pretpostavlja se da je jedan od glavnih mehanizama u nastanku 

nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom generisanje slobodnih radikala koji dovode do oštećenja 

bubrežnog tkiva peroksidacijom lipida, oksidativnim oštećenjem proteina i reakcijom sa 

DNK. Shodno tome, danas se u velikoj meri ispituje primena antioksidanasa istovremeno sa 

aplikacijom cisplatina kako bi se neutralisalo dejstvo slobodnih radikala i umanjile neželjene 

posledice oksidativnog stresa. Ova istraživanja ukazuju da se neželjeni efekti hemoterapije na 

ovaj način smanjuju i da se primenom različitih antioksidanasa mogu sve više i bolje 

neutralisati. 
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Cisplatin kao antitumorski lek

Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum) pripada grupi antitumorskih lekova. Ima značajan 

terapijski efekat kod velikog broja malignih oboljenja i često se koristi, uglavnom u sklopu 

kombinovanih hemoterapijskih protokola, za lečenje brojnih solidnih tumora kao što su: 

tumori testisa (uključujući i ekstragonadalne tumore germinativnih ćelija), karcinomi

ovarijuma, mikrocelularni i nemikrocelularni karcinomi pluća, karcinomi skvamoznih ćelija 

glave i vrata itd. Uz to, pokazano je da cisplatin ima antitumorsku aktivnost i kod: karcinoma 

grlića materice, karcinoma mokraćne bešike, osteosarkoma, melanoma, neuroblastoma, 

karcinoma ezofagusa.

Cisplatin je sintetisao Michel Peryone 1845. godine, a njegovu strukturu opisao je Alfred 

Wegner 1893. godine. Njegove citotoksične osobine prvi je zapazio Barnett Rosenberg i 

utvrdio da cisplatin deluje kao inhibitor ćelijske deobe (Daugaard i sar., 1989; Rosenberg i 

sar., 1965). Američka asocijacija za hranu i lekove je 1978. dozvolila kliničku upotrebu 

cisplatina kod karcinoma bešike, cerviksa, jednjaka, glave, vrata, jajnika i testisa (Lebwohl i 

sar., 1998).

Cisplatin je neorgansko jedinjenje, hidrosolubilni kompleks koji sadrži u centru atom platine 

okružen sa dva atoma hlora i dve amonijum grupe (Slika 1).

Slika 1. Hemijska struktura cisplatina

Cisplatin se može davati kao monoterapija ili u kombinaciji sa drugim antiproliferativnim 

lekovima. Da bi se dobio optimalni terapijski rezultat uz minimalna neželjena dejstva, doza 

cisplatina se mora bazirati na kliničkom, renalnom i hematološkom statusu pacijenta. 

Uobičajene doze, kada se lek daje intravenski kao pojedinačni agens, kreću se u rasponu od 

50 do 120 mg/m2 telesne površine tokom 6 do 8 časova jednom u 3-4 nedelje u skladu sa 

tipom tumora i statusom pacijenta ili 15 do 20 mg/m2 telesne površine /dnevno u intravenskoj

infuziji tokom pet uzastopnih dana, što se ponavlja na svake 3-4 nedelje. Iako se cisplatin 

obično daje intravenski, ovaj lek se daje i intraperitonealnom instilacijom kod pacijenata sa 
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intraperitonealnim malignitetima. Ovim načinom primene može se postići visoki gradijent 

koncentracije između koncentracije leka u plazmi i koncentracije leka u intraperitonealnoj 

šupljini.

Platina se široko distribuira u telesnim tečnostima i tkivima, tako da tri časa nakon infuzije lek 

dostiže najveću koncentraciju u bubrezima, a nakon četrdeset časova u jetri, crevima, kao i 

testisima odnosno jajnicima. Cisplatin i njegovi metaboliti koji sadrže platinu se brzo i 

ekstenzivno vezuju za proteine tkiva i plazme, uključujući albumine, gama-globuline i 

transferin. Tri sata posle bolus injekcije i dva sata po završetku tročasovne infuzije 90% 

platine biva vezano za proteine plazme (Weiner i sar., 1983), a samo oko 10% preostalog 

cisplatina ostaje aktivno u nevezanom obliku.

Ispitivanja koja su imala za cilj određivanje poluvremena eliminacije leka pokazala su veoma 

velike varijacije između rezultata dobijenih u različitim studijama: 2 do 72 časa kod zdravih 

dobrovoljaca i 1 do 240 časova kod pacijenata u terminalnoj fazi bubrežne insuficijencije. 

Cisplatin se uglavnom eliminiše preko bubrega. Njegov klirens plazme je bifazičan, primarni 

poluživot je 25-49 minuta (distribucija), a sekundarni poluživot 59-73 sati (eliminacija). Posle 

uzastopnih terapija, izgleda da se platina nagomilava u telesnim tkivima, a u nekim tkivima se 

registruje i 6 meseci posle primene leka. Eliminacija cisplatina i njegovih metabolita kod 

pacijenata sa bubrežnom insuficijencijom nije u potpunosti ispitana. Cisplatin se može 

eliminisati iz sistemske cirkulacije dijalizom, ali samo u roku od 3 sata po davanju i to u 

ograničenoj meri.

Iako mehanizam dejstva nije detaljno utvrđen, smatra se da cisplatin deluje slično kao 

bifunkcionalni alkilirajući agensi, tj. unakrsnim vezivanjem i poremećajem funkcije DNK. 

Primarno farmakodinamsko dejstvo cisplatina vezano je za inhibiciju ćelijskog rasta, i to 

nespecifično za ciklus i fazu. Uz tumorske ćelije, ciljna tkiva delovanja cisplatina su 

uglavnom ona koja se odlikuju brzom ćelijskom proliferacijom, kao što su kostna srž, 

gastrointestinalna sluznica, gonade.

Antikancerogena svojstva cisplatina proističu iz relativnо lake supstitucije hlora sa 

nukleofilnim mestima poput nukleinskih kiselina DNK lanca. Pre nego što se cisplatin veže, 

obično se konvertuje u aktivan oblik. Konverzija se dešava unutar ćelije, gde su niže 

koncentracije hlorida, što podstiče razmenu hlorida za molekule vode i samim tim nastaje 

aktivna hidratisana forma cisplatina. Zatim se ovaj oblik cisplatina vezuje za različite 

makromolekule, što najviše doprinosi njegovoj citotoksičnosti.

Detaljnije studije o molekularnom mehanizmu delovanja cisplatina otkrile su sposobnost 

cisplatina da formira kovalentne veze sa nukleofilnim mestima, naročito sa guaninom
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prisutnim u svim DNK lancima. Pošto je cisplatin bifunkcionalni agens, sposoban je da se 

veže za dva mesta u DNK lancu. Ovo rezultuje formiranjem među- i unutar -lančanih 

unakrsnih veza koje ometaju ćelijsku transkripciju i replikaciju. Regulatorni mehanizmi zatim 

detektuju abnormalnu DNK i tako aktiviraju lanac mehanizama za popravku DNK (repair 

system), što na kraju izaziva ćelijsku smrt (apoptoza) (Jamieson i sar., 1999). Otkriće da su 

ćelije deficijentne u sistemima za reparaciju oštećenja DNK osetljivije na ćelijsku smrt 

izazvanu cisplatinom podržava koncept da cisplatin ostvaruje svoj antitumorski efekat 

oštećenjem DNK.

Glavna prepreka za širu upotrebu cisplatina je upornost ozbiljnih toksičnih sporednih efekata. 

Odnos koncentracija leka u plazmi i uticaja na kliničku toksičnost nije jasno utvrđen. Ipak, 

rezulati in vitro studija ukazuju da samo cisplatin koji nije vezan za proteine ili njegovi 

produkti koji sadrže platinu imaju citotoksično dejstvo. Postoje određeni dokazi da pacijenti 

sa oslabljenom funkcijom bubrega mogu da imaju u plazmi povišene koncentracije platine 

koja nije vezana za proteine (Reece i sar., 1987).

U toksičnosti ovog leka spadaju ototoksičnost, gastrotoksičnost, mijelosupresija i alergijske 

reakcije (Hartmann i sar., 2000; Hartmann i sar., 2003), ali glavni dozno-zavisni neželjeni 

efekat cisplatina jeste nefrotoksičnost (Sastry i sar., 2005; Arany i sar., 2003).

2.1.1. Nefrotoksičnost cisplatina

Dok većina alkilirajućih antineoplastičnih lekova prouzrokuju oštećenja DNK isključivo kod 

brzorastućih ćelija, cisplatin može da izazove i značajne promene na relativno mirnim, 

zdravim ćelijama proksimalnih tubula bubrega (Naughton i sar., 2008; Sirota i sar., 2011; dos 

Santos i sar., 2012). Nefrotoksičnost cisplatina otkrivena je pre više od 25 godina, tj. od

uvođenja cisplatina u terapiju. Prvi izveštaj o nefrotoksičnosti cisplatina kod životinja dat je 

1971. godine (Kociba i sar., 1971), kada su prikazane histopatološke promene u vidu akutne 

tubularne nekroze udružene sa azotemijom.

Rana klinička upotreba cisplatina je pokazala dozno-zavisnu cisplatinom indukovanu akutnu 

bubrežnu insuficijenciju kod 14 do 100% bolesnika, incidenca je varirala u zavisnosti od 

kumulativne doze (Goldstein i sar., 1983). Incidenca renalne insuficijencije u skorašnjim 

iskustvima sa korišćenjem hidratacije i diureze je oko 20-30% bolesnika (Hartmann i sar.,

1999).

Nefrotoksičnost se povećava sa dozom i frekvencijom administracije i kumulativnom dozom 

cisplatina (Madias i sar., 1978). Pik koncentracije slobodne platine u plazmi korelira sa 

nefrotoksičnošću (Reece i sar., 1987), a studija Hartmann i sar. (1999) ukazuje da nivo 
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glomerularne filtracije i koncentracije magnezijuma u plazmi opadaju posle cisplatina datog u 

dozi većoj od 50mg/m2 telesne površine, ali se ne menjaju pri dozama manjim od 20mg/m2

telesne površine. I druge varijable koreliraju sa povećanim rizikom od nefrotoksičnosti, 

uključujući ženski pol, godine starosti, pušenje i hipoalbuminemiju (de Jongh i sar., 2001; de 

Jongh i sar., 2003). Uopšteno, već postojeća bubrežna disfunkcija je rizik za akutnu bubrežnu 

insuficijenciju.

Cisplatin se uglavnom izlučuje putem bubrega, dok je njegovo intestinalno izlučivanje 

minimalno. Međutim, lek se akumulira u bubrezima, pa čak i netoksični nivoi u krvi dostižu 

toksične nivoe u bubrezima. Koncentracije cisplatina u tubularnim epitelnim ćelijama su i do 

pet puta veće nego u krvi. Daugaard i sar. (1989) su utvrdili da se cisplatin nakuplja u 

tubularnim ćelijama S3 segmenta proksimalnih bubrežnih tubula. Cisplatinom-izazvana 

renalna toksičnost je dozno-zavisna, i time ograničava mogućnost povećanja doze. Shodno 

tome može biti umanjena efikasnost antitumorske terapije.

Bubrežna insuficijencija, koja je povezana sa tubularnim oštećenjem, obično se registruje 

tokom druge nedelje po davanju leka, a manifestuje se povećanjem nivoa kreatinina, ureje i

mokraćne kiseline u serumu i/ili smanjenjem klirensa keratinina. Visoke ili ponovljene doze 

cisplatina mogu da pojačaju težinu i produže trajanje bubrežne insuficijencije i mogu da 

dovedu do ireverzibilne bubrežne insuficijencije.

Patofiziologija cisplatinske nefrotoksičnosti je proučavana tri decenije. Oštećenja koja 

cisplatin izaziva u bubregu možemo podeliti u četiri grupe:

a) oštećenja tubula, koja se često manifestuju kroz poremećaje bilansa vode i elektrolita i 

akutnu bubrežnu insuficijenciju nastalu nekrozom tubula;

b) vaskularna oštećenja malih i srednjih arterija koja rezultiraju smanjenjem protoka krvi u 

bubregu;

c) oštećenja glomerula, što je ređe od drugih nefropatija, i uzrokuje nastanak proteinurije, 

hematurije, nefrotskog sindroma i

d) oštećenja intersticijuma, kod dugotrajne primene cisplatina, koja mogu napredovati do 

hronične bubrežne insuficijencije.

Uobičajeno, bubrežna insuficijenija izazvana cipslatinom u eksperimentalnim modelima se 

karakteriše smanjenim protokom krvi kroz bubreg već tri sata nakon aplikacije leka, što 

uslovljava smanjeni nivo glomerularne filtracije sa porastom vaskularnog otpora nekoliko 

dana nakon prve doze cisplatina, na šta ukazuju povećanja koncentracija kreatinina i ureje u 

krvi. Urin može da sadrži glukozu i male količine proteina. Hipomagnezijemija je takođe 

česta, naročito posle ponovljenih doza cisplatina, čak i kada nema pada glomerularne filtracije. 
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Takođe, mogu nastati hiponatremija, hipokalcemija i hipokalijemija (Ali i sar., 2008; Goren i 

sar., 2003; Peres i sar., 2013). Poliurija se javlja u dve faze. Prva faza poliurije i pad

osmolarnosti urina se javlja 24-48h nakon administracije cisplatina, a zatim spontano prestaje. 

Druga faza povećanog izlučivanja urina se javlja 72-96 sati nakon primene cisplatina. Ova 

faza je udružena sa smanjenjem nivoa glomerularne filtracije i duže vreme perzisitira (Kishore 

i sar., 2000). Enzimurija je takođe važan pokazatelj oštećenja proksimalnih tubula bubrega 

cisplatinom i zapaženo je da se u urinu pojačano izlučuju alanin aminopeptidaza, alkalna 

fosfataza, gama-glutamil transpreptidaza i N-acetil-beta-D-glukozaminidaza (Skalova, 2005; 

Uehara i sar., 2005). Oporavak bubrežnih funkcija se obično javlja u periodu od 2-4 nedelje, 

mada su registrovani i duži periodi oporavka, kao i nepotpuni oporavak. Progresivna i 

permanentna nefrotoksičnost se javlja i pored uzastopnih tretmana i preventivnih mera 

(Santoso i sar., 2003; Taguchi i sar., 2005).

Nedavne studije pokušavaju da razjasne ćelijske i molekularne mehanizme nefrotoksičnosti, 

povezujući je sa akumulacijom cisplatina unutar proksimalnih tubula, intraćelijskom 

konverzijom leka u toksične metabolite, oštećenjem DNK, disfunkcijom mitohondrija, 

oksidativnim i nitrozativnim stresom, inflamatornim odgovorom, aktivacijom trandjusera 

signala i intraćelijskih glasnika, i aktiviranjem apoptotičnih puteva (dos Santos i sar., 2012; 

Pabla i sar., 2008a; Sanchez-Gonzalez i sar., 2011a).

Cisplatin je jedinjenje male molekulske težine koje se slobodno filtrira u glomerul i gotovo u 

potpunosti doprema u urin. U ovom procesu, lek prodire u tubularne ćelije i dostiže visoke 

koncentracije u ćelijama proksimalnih tubula unutrašnjeg korteksa bubrega i spoljašnje 

medule (S3 segment), tj. mesto najdrastičnije pogođeno cisplatinom. Dozno-zavisno oštećenje 

može se takođe pojaviti u distalnim i sabirnim tubulima (Taguchi i sar., 2005; Kuhlmann i 

sar., 1997). Proksimalni tubuli gube epitel odgovoran za prolazak supstanci u ćelije, što 

dovodi do povećanih nivoa potencijalnih toksina u tubularnoj tečnosti i pasivne difuzije 

toksina u tubularne ćelije (Sanchez-Gonzalez i sar., 2011a).

Cisplatin se odstranjuje putem bubrega glomerularnom filtracijom i tubularnom sekrecijom 

(Yao i sar., 2007). Cisplatin ulazi u tubularne ćelije prostom ili olakšanom difuzijom, što 

dovodi do nesrazmerne akumulacije leka. Koncentracije cisplatina u bubregu su više nego u

krvi, što ukazuje na aktivnu akumulaciju leka u bubrežnim parenhimalnim ćelijama. U

prethodnim studijama koje su koristile isečke bubrega (Safirstein i sar., 1984), kulture

bubrežnih epitelnih ćelija (Endo i sar., 2000), i izolovane perfundovane segmente

proksimalnih tubula (Kolb i sar., 2003) dokazan je bazolateralno-apikalni transport cisplatina. 

U novijim studijama su identifikovana dva različita membranska transportera koja mogu da 
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prenose cisplatin u ćeliju: Ctr1 i OCT. Ctr1 je transporter bakra koji posreduje u preuzimanju 

cisplatina u ćelije sisara (Ishida i sar., 2002), uključujući ćelije karcinoma jajnika (Holzer i 

sar., 2004). Ctr1 je visoko eksprimiran u bubrezima odraslih i lokalizovan na bazolateralnoj 

membrani proksimalnih tubula. Nishodna regulacija ekspresije Ctr1 u ćelijama bubrega in 

vitro smanjuje ulazak cisplatina i citotoksičnost, ukazujući na važnost Ctr1 za ulazak 

cisplatina u ove ćelije (Pabla i sar., 2009). Tri izoforme OCT-a su identifikovane kod ljudi. 

OCT2 je glavni organski katjonski transporter u bubrezima, OCT1 u jetri, a OCT3 je naročito 

izražen u placenti. Kod pacova, OCT1 je glavni transporter kod proksimalnih tubula (S1 i S2 

segment), sa niskim nivoima ekspresije u spoljnim medularnim proksimalnim tubulima (S3

segment); dok je OCT2 uglavnom izražen u S2 i S3 segmentima proksimalnih tubula i 

predstavlja kritičan transporter u prenosu cisplatina i citotoksičnosti u ovim tubulima bubrega

(Ludwig i sar., 2004; Ciarimboli i sar., 2005; Filipski i sar., 2008; Yonezawa i sar., 2006). 

Dokazano je da cisplatin inhibiše vezivanje drugih supstrata OCT2 koji imaju isti mehanizam 

transporta. Takođe, cimetidin, supstrat OCT2, smanjuje vezivanje cisplatina i citotoksičnost in 

vitro (Pabla i sar., 2009; Ludwig i sar., 2004; Ciarimboli i sar., 2005) i nefrotoksičnost 

cisplatina in vivo (Ciarimboli i sar., 2010). Skorašnja ispitivanja su ukazala na veoma bitnu 

ulogu OCT2 u posredovanju u preuzimanju cisplatina u bubregu i njegovoj citotoksičnosti. 

Dokazano je da su OCT1/OCT2-deficijentni miševi zaštićeni od oštećenja tubula izazvanih 

cisplatinom (Filipski i sar., 2009; Ciarimboli i sar., 2010). Značaj ovih otkrića doprinosi 

prevenciji nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom.

Metabolizam cisplatina nije u potpunosti razjašnjen. Studije na pacovima i miševima su 

ukazale da se cisplatin metaboliše u bubregu u još potentniji toksin. Ovaj proces započinje 

formiranjem konjugata glutationa u cirkulaciji što je verovatno posredovano glutation-S-

transferazom (Townsend i sar., 2009; Sadzuka i sar., 1994). Kako konjugati glutationa prolaze 

kroz bubreg, njih gama glutamil transpeptidaza (GGT) koja je eksprimovana na površini 

ćelija proksimalnih tubula, razlaže na cisteinil-glicin konjugate (Townsend i sar., 2002; 

Townsend i sar., 2003). Zatim nastale cisteinil-glicin konjugate aminopeptidaze N (AP-N), 

koje su takođe eksprimovane na površini ćelija proksimalnih tubula, razlažu na cisteinske 

konjugate (Townsend i sar., 2003), koji se zatim transportuju u ćelije proksimalnih tubula 

bubrega gde se dalje metabolišu posredstvom cistein-S-konjugat beta liaze (C-S liaze) do 

visoko reaktivnih tiola (Townsend i sar., 2002; Townsend i sar., 2003; Zhang i sar., 2003), 

koji interreaguju sa makromolekulima i na kraju dovode do smrti bubrežnih ćelija (Wainford i 

sar., 2008). Pokazano je da su miševi deficijentni u GGT-u bili rezistentni na nefrotoksične 

efekte cisplatina (Hanigan i sar., 2001), kao i da inhibicija GGT-a acivicinom štiti od 
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nefrotoksičnosti cisplatina (Hanigan i sar., 1994). Inhibicija C-S liaza sa aminooksiacetičnom 

kiselinom štiti miševe tretirane sa 15 mg/kg cisplatina (Zhang i sar., 2003).

Smatra se da jedinjenja platine svoj citotoksični efekat postižu vezivanjem za DNK. U tečnoj 

sredini, hloridi se zamenjuju molekulima vode, stvarajući pozitivno naelektrisane jone. 

Hidratisani oblici cisplatina lako reaguju sa nuklearnom DNK, formirajući kovalentne veze sa 

purinskim bazama, pre svega u N7 položaju, što rezultuje među- i unutar-lančanim unakrsnim 

vezama (dos Santos i sar., 2012; Cepeda i sar., 2007). Veza platine i DNK stvara produkte ili 

nova jedinjenja koja aktiviraju različite ćelijske odgovore, uključujući signalizaciju za 

oštećenje DNK, reparaciju DNK i ćelijsku smrt (Wang i sar., 2005). Unakrsne veze između 

DNK i cisplatina dovode do smanjenja replikacije i transkripcije, što dovodi do zastoja 

ćelijskog ciklusa i na kraju apoptoze (Jiang i sar., 2008; dos Santos i sar., 2012; Cepeda i sar., 

2007).

Pored nuklearne, cisplatin može ošetiti i i mitohondrijalnu DNK, a takođe utiče i na druge 

komponente ćelija kao što su RNK, proteini i fosfolipidi. Oksidativna oštećenja i zapaljenje 

mogu da objasne efekte povezane sa toksičnošću cisplatina. Nekoliko dokaza ukazuju da je 

nefrotoksičnost cisplatina povezana uglavnom sa mitohondrijskim reaktivnim vrstama 

kiseonika (RVK) (Pabla i sar., 2008b; Jiang i sar., 2008; Cullen i sar., 2007).

Jedan deo nefrotoksičnosti cisplatina nastaje i zbog vaskularnog oštećenja i vazokonstrikcije, 

koje proističu uglavnom iz endotelne disfunkcije i poremećaja vaskularne autoregulacije. 

Cisplatin može imati direktne toksične efekte na vaskularni endotel, dovodeći do oštećenja 

mikrovaskulature. Mikroangiopatija može prouzrokovati smanjenje protoka krvi u bubregu 

(BPK), što dalje može dovesti do smanjenja nivoa glomerularne filtracije (GF) i hipoksičnih 

oštećenja tubula. I kod ljudi i eksperimentalnih životinja, smanjenje GF i BPK, verovatno 

odražavaju povećanje otpora bubrežne vaskulature koji nastaje zbog perzistentne bubrežne 

vazokonstrikcije. Dalje, bubrežna vazokonstrikcija pojačava efekat tubuloglomerularne sprege 

(Yatsu i sar., 2003).

Oštećenja glomerula su ređa od vaskularnih i tubulointersticijalnih, jer se uglavnom javljaju 

posle duge izloženosti cisplatinu. Cisplatin može oštetiti glomerularne ćelije direktno i 

izazvati morfološke promene glomerula i poremećenu propustljivost glomerularne membrane

izazivajući proteinuriju. Ultrastrukturne promene izazvane cisplatinom uključuju oštećenja 

svih komponenti glomerula: glomerularne kapilare, uključujući njihove endotelijalne ćelije; 

bazalnu membranu, podocite, mezangijalne ćelije i parijetalne ćelije Boumanove kapsule 

(Kohn i sar., 2002).
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Cisplatinom-indukovana oštećenja glomerula odlikuje značajan pad GF i BPK koji je povezan 

sa izraženim smanjenjem ultrafiltracijskog koeficijenta (Kf) i porastom bubrežnog 

vaskularnog otpora, ukazujući na preglomerularnu vazokonstrikciju (Safirstein 1986 i sar., 

Winston i sar., 1985). Cisplatin menja veličinu glomerularne filtracije, uglavnom smanjenjem 

propustljivosti filtracione membrane, koja nastaje kao rezultat kontrakcije mezangijalnih 

ćelija (Delbancut i sar., 1994). Osim toga, in vitro studije na izolovanim glomerulima i 

mezangijalnim ćelijama pokazale su da cisplatin izaziva kontrakciju, apoptozu i proliferaciju 

mezangijalnih ćelija (Delbancut i sar., 1994; Ju i sar., 2014), a das u ovi efekti posredovani 

endogenim vazoaktivnim agensima oslobođenih iz glomerularnih ćelija, uključujući 

angiotenzin II, endotelin-1, faktor aktivacije trombocita (PAF), RVK i NO (Rodriguez-

Barbero i sar., 2000).

2.1.2. Uloga oksidativnog i nitrozativnog stresa kod cisplatinske nefrotoksičnosti

Oksidativni stres označava stanje neravnoteže između produkcije i uklanjanja reaktivnih vrsta 

(RV). Ovo može biti posledica hiperprodukcije RV ili iscrpljivanja antioksidativne odbrane 

(Halliwell i sar., 2006). RV je zajednički termin za oksidativne agense, uključujući slobodne 

radikale i neke neradikale, koji mogu biti pretvoreni u radikale. Štetno delovanje RV potiče iz 

potrebe da postignu elektronsku stabilnost i zato reaguju sa prvim susednim stabilnim 

molekulom uzimajući njegov elektron i započinjući na taj način lančanu reakciju koja dovodi 

do biohemijskih, strukturnih i funkcionalnih promena biomolekula (Rimbach i sar., 1999).

Slobodni radikali su reaktivni molekuli zbog prisustva jednog ili više neuparenih elektrona. 

Oni se formiraju u ljudskom telu ili kao bitan medijator u vitalnim procesima uključujući 

neurotransmisiju i inflamatorne reakcije ili kao sporedni proizvod koji nema ulogu u stvarnom 

procesu. Kod aerobnih vrsta, smanjenje kiseonika je od posebnog interesa. Ovo smanjenje 

obuhvata vezivanje većine kiseonika za vodonik dajući vodu, proces uključen u oksidativnu 

fosforilaciju. Međutim, mali deo kiseonika (oko 1-3%) se samo delimično smanjuje tokom 

ove redoks reakcije (Magder, 2006). Kao rezultat nastaju slobodni radikali koji mogu ili da 

oksidiraju druga jedinjenja ili lako formiraju radikale. Ovako nastali delimično redukovani 

oblici kiseonika su kolektivno opisani kao reaktivne vrste kiseonika (RVK). Postoje i 

reaktivne vrste azota (RVA), ugljenika i sumpora. Najznačajnije mesto zauzimaju RVK, gde 

spadaju radikali kao što su: superoksidni anjon (O2
-), hidroksil (HO), peroksil (RO2), alkoksil 

(RO), hidroperoksil (HO2) radikali, ali i neradikali kao što su: vodonik peroksid (H2O2), 

hipohlorna kiselina (HOCl), ozon (O3), singletni kiseonik (O2) (Halliwel i sar., 2006).

RVK se produkuju u ćeliji u različitim procesima kao što su: oksidativna fosforilacija u 
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mitohondrijama, fagocitoza, biotransformacija egzogenih i endogenih supstrata, metabolisanje 

etanola, enzimske reakcije koje katalizuju oksidaze, sinteza eikosanoida, reakcije 

oksidoredukcije u prisustvu metala s promenljivom valencom, lipidna peroksidacija 

nezasićenih masnih kiselina. Oni imaju sposobnost oštećenja skoro svih biomolekula u ćeliji 

(nukleinskih kiselina, nukleotida, tiola), narušavaju međumolekulske veze i strukture ćelijskih 

membrana.

Superoksidni anjon (O2
-) može biti generisan dodavanjem elektrona molekularnom 

kiseoniku, naročito u respiratornom lancu, ali i enzimi kao što su ksantin oksidaza (XO), azot 

oksid sintetaza (NOS) i nikotinamid adenin dinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaza takođe 

endogeno produkuju ovaj anjon (Evans i sar., 1999). Superoksidni anjon ima dominatno 

štetno dejstvo: indukuje lipidnu peroksidaciju i oštećuje ćelijske membrane. U fiziološkim 

uslovima ne izaziva toksične efekte jer ga enzim superoksid-dismutaza (SOD) transformiše u 

manje aktivan vodonik-peroksid.

Vodonik peroksid (H2O2) se stvara redukcijom molekula kiseonika sa dva elektrona ili nekim 

enzimima koji se nalaze u mikrozomima i peroksizomima (Schrader i sar., 2004). Vodonik 

peroksid nije slobodan radikal, prekursor je hidroksi radikala (OH) u reakciji katalizovanoj 

jonima metala (Fe2+ ili Cu+) poznatoj kao Fentonova reakcija. Vodonik peroksid je takođe 

preteča hipohlorne kiseline (HOCl) u reakciji katalizovanoj mijeloperoksidazom (MPO) 

(Halliwel i sar., 2006). Iako se ne može definisati kao slobodni radikal jer nema nesparenih 

elektrona i predstavlja najstabilniji intermedijarni produkt redukcije kiseonika, vodonik-

peroksid ipak ispoljava neke toksične efekte. To se pre svega odnosi na poremećaj u 

deponovanju kalcijuma u mitohondrijama, sa konsekutivnim nagomilavanjem kalcijuma u 

citosolu i gubitkom sulfhidrilnih grupa belančevina: ovo je kritičan događaj u genezi ćelijskih 

oštećenja u oksidativnom stresu.

Hidroksilni radikal je najreaktivniji intermedijarni produkt delimične redukcije kiseonika. Ako 

se vodonik-peroksid ne ukloni, može da reaguje sa fero jonima i formira potentnije RVK, 

kakav je hidroksilni radikal (Fentonova reakcija). Hidroksilni radikal, in situ, oštećuje 

mitohondrijalnu membranu (izazivajući gubitak produkcije ATP-a i energije), oštećuje DNK, 

oštećuje membranu ćelije modifikujući membranske belančevine i izaziva lipidnu 

peroksidaciju - što je dovoljno za ireverzibilno oštećenje ćelije.

Značajne reaktivne vrste azota (RVA) su azot monoksid (NO.), azot dioksid (NO2) i 

peroksinitrit (ONOO), dok su iz grupe neradikalskih RVA najznačajniji azot dioksid anjon 

(NO2
-), azot trioksid (N2O3), nitronijum jon (NO2

+), peroksinitritni anjon (ONOO-), alkil 

peroksinitrit (ROONO), singlet i triplet nitroksil anjon (NO-), nitrozil katjon (NO+) i nitril 
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hlorid (NO2Cl) (Kohen i sar., 2002; Suarez i sar. 2013).

Reaktivne vrste azota nastaju iz NO i ovaj molekul sintetišu porodice azot oksid sintaza 

(NOS) koje katalizuju formiranje NO iz L-arginina u prisustvu NADPH i O2, kada 

nastaju i L-citrulin i NADP. Kao i RVK i RVA reaguju lako sa praktično svim 

biomolekulima uključujući DNK, RNK, belančevine, ugljene hidrate i lipide, čime oštećuju 

napadnute molekule (Diplock i sar., 1998).

S druge strane, celularni antioksidanti sistemi mogu se podeliti u dve glavne grupe: ne-

enzimski i enzimski:

1) enzimsku antioksidantnu zaštitu čine enzimi koji katalitički otklanjaju RVK kao što su: 

superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation peroksidaza (GSH-Px), glutation 

reduktaza (GR) i glutation-S-transferaza (GST);

2) neenzimska antioksidantna zaštita obuhvata liposolubilne (vitamin A, β-karoten, vitamin E, 

koenzim Q) i hidrosolubine antioksidanse (vitamin C, glutation (GSH), albumin, 

apoceruloplazmin, apotransferin, apoferitin, bilirubin, mokraćna kiselina, poliamini), koji 

predstavljaju sekundarnu liniju odbrane (Sims-Robinson i sar., 2013).

Mehanizmi kojima ova jedinjenja ostvaruju svoju aktivnost u sistemu antioksidantne zaštite se 

razlikuju i najčešće su to sakupljači slobodnih radikala, donori protona, inhibitori enzimskih 

sistema, helatori jona prelaznih metala itd.

Značajni dokazi ukazuju da je oksidativni stres uključen u oštećenje bubrega pri administraciji 

cisplatina. Produkcija RVK, iscrpljivanje antioksidativnih sistema i stimulacija akumulacije 

produkata lipidne peroksidacije u bubregu su navedeni kao glavni mehanizmi povezani sa 

nefrotoksičnošću izazvanom cisplatinom. Ovi mehanizmi izazivaju aktivaciju oksidativnog 

metabolizma stimulišući proizvodnju RVK u oštećenim mitohondrijama, uključujući 

superoksidne anjone (O2), vodonik-peroksid (H2O2) i hidroksil radikale (OH). Oni takođe 

mogu narušiti antioksidativne odbrambene mehanizme kao što su GSH, SOD, CAT, i GSH-

Px (Chirino i sar., 2009).

Pretpostavlja se da je i nitrozativni stres uključen u oštećenje bubrega cisplatinom. Studije 

su pokazale da se ćelijski efekti RVK pojačavaju produkcijom velike količine NO, 

najverovatnije kao posledica indukovane sinteze inducibilnog oblika NOS, što dovodi do 

kontinuiranog formiranja peroksinitrita (ONOO), koji reakcijom sa superoksidnim anjonima 

doprinosi oštećenju bubrega cisplatinom.

Uloga nitrozativnog stresa u cisplatinom-indukovanoj nefrotoksičnosti je proučavana 

praćenjem promena u produkciji NO. Yildirim i sar. (2003) su merili renalne NO2 / NO3

koncentracije Griess-ovom reakcijom, peti dan posle tretmana cisplatinom (7 mg/kg, ip.) i 



21

zapazili povećanje indeksa NO proizvodnje. Kasnije, Ozen i sar. (2004) su potvrdili povećanje 

bubrežne NO2 / NO3 produkcije kod pacova tretiranih cisplatinom.

Povećana proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika i azota posle administracije cisplatina izaziva 

značajno oštećenje struktura i funkcija ćelija, uključujući lipidnu peroksidaciju, nitraciju 

proteina, inaktivaciju enzima i oštećenja DNK. Shodno tome, ovaj fenomen dovodi do 

disfunkcije signalizacije za aktivaciju i apoptotičnih i puteva za preživljavanje ćelija, 

izazivajući ćelijsku smrt i oštećenja bubrega (Ramesh i sar., 2005; Santos i sar., 2007; Chirino 

i sar., 2009). Ova zapažanja sugerišu da se oksidativni i nitrozativni stres mogu posmatrati 

kao rani događaji, delimično odgovorni za aktiviranje raznih signalnih puteva koji uzrokuju 

oštećenja bubrega, i ćelijsku smrt kod nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom (Liu i sar., 2003; 

Jiang i sar., 2007).

2.1.3. Uloga inflamatornog odgovora kod cisplatinske nefrotoksičnosti

U poslednjih 10 godina identifikovan je veliki broj medijatora inflamatornog oštećenja 

bubrega. Kelly i sar. (1999) i Deng i sar. (2001) su zapazili povećanje ekspresije faktora 

nekroze tumora-α (TNF-α) u bubregu miševa na modelu cisplatinske nefrotksičnosti. Da bi 

pokazali funkcionalnu relevantnost TNF-α u patogenezi cisplatinom indukovane akutne 

bubrežne insuficijencije Ramesh i sar. (2002) su ispitivali bubrežnu funkciju i patohistološke 

promene na miševima koji su tretirani cisplatinom u prisustvu ili odsustvu TNF-α inhibitora i 

kod TNF-α nokaut miševa. Lečenje TNF-α inhibitorima smanjuje cisplatinom indukovanu 

bubrežnu disfunkciju, a takođe smanjuje histološke promene. TNF-α nokaut miševi takođe 

imaju manja oštećenja bubrega, a imali su i znatno viši nivo preživljavanja nakon aplikacije 

cisplatina (Ramesh i sar., 2002). Ovi rezultati, koji su potvrđeni od strane više laboratorija 

(Tsuruya i sar., 2003a; Kim i sar., 2005), ukazuju na važnu ulogu TNF-α u patogenezi 

cisplatinske nefrotoksičnosti.

Aktiviranje NF-kB promoviše transkripciju specifičnih gena koji kodiraju inflamatorne 

medijatore izazivajući imunske, proliferativne, anti-apoptotične i inflamatorne odgovore 

(Miller i sar., 2010). Ovaj događaj dovodi do povećane ekspresije TNF-α u ćelijama tubula 

bubrega, važnog medijatora uključenog u sistemsko zapaljenje i akutnu fazu odgovora 

izazvanog aplikacijom cisplatina. TNF-α može izazvati ćelijsku smrt i oštećenja tkiva 

neposredno preko TNF receptora tipa 1 (TNFR1) i indirektno izazivanjem jakog 

inflamatornog odgovora putem TNF receptora tipa 2 (TNFR2). Mnogi od citotoksičnih i 

proinflamatornih delovanja TNF-α posredovani su preko TNFR1 (Locksley i sar., 2001). 

Međutim, studije na miševima deficijentnim bilo za TNFR1 ili TNFR2 otkrile su da su 
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nefrotoksični efekti cisplatina, barem oni posredovani TNF-α, signalizirani preko TNFR2 

češće nego preko TNFR1 (Ramesh i sar., 2003). Osim toga, TNF-α / TNFR2 signalizacija 

doprinosi nefrotoksičnosti cisplatina i može pojačati proapoptotske efekte koji proizilaze iz 

aktivacije TNFR1.

Faktor nekroze tumora-α je poznat i kao koordinator aktivacije velike mreže proinflamatornih 

citokina kao što su interleukin-1, 4, 6 (IL-1β, IL-4, IL-6), transformišući faktor rasta-β1 

(TGF-β1) i protein hemotaksije monocita-1 (MCP-1). Dodatno, TNF-α indukuje ekspresiju 

adhezivnih molekula, uključujući međućelijski adhezivni molekul 1 (ICAM-1), vaskularni 

ćelijski adhezioni molekul 1 (VCAM-1), kao i E-selektin, koji izazivaju priliv inflamatornih 

ćelija u tkiva.

Faktor nekroze tumora-α može biti proizveden od strane različitih imunskih i ne-imunskih 

ćelija. Da bi utvrdili izvor TNF-α, koji je rezultat cisplatinske nefrotoksičnosti, Zhang i sar., 

(2007) su proizveli himerične miševe u kojima je koštana srž ablatirana i zamenjena 

donatorskim ćelijama iz koštane srži ili TNF-α+ ili TNF-α nokaut miševa. Rezultati ove 

studije ukazali su na to da se znatan deo cirkulišućeg i urinarnog TNF-α nakon administracije 

cisplatina dobija iz ne-imunskih ćelija, verovatno iz samih epitelnih ćelija bubrega. 

Proizvodnja TNF-α nakon aplikacije cisplatina upravo umnogome zavisi od RVK, aktivacije

nuklearnog transkripcionog faktora B (NFκB) i aktiviranja P38 mitogen aktivisane protein 

kinaze (MAPK). Sakupljač hidroksilnih radikala dimetiltioureja (DMTU), salicilati i P38 

inhibitori, smanjuju kako TNF-α proizvodnju tako i nefrotoksičnost kod miševa tretiranih 

cisplatinom (Ramesh i sar., 2004; Ramesh i sar., 2005).

Međutim, pojačana signalizacija odgovorna za proizvodnju TNF-α i dalje ostaje nejasna. 

Zhang i sar. (2008) su ukazali na ulogu Toll-like receptora (TLR), porodicu receptora 

urođenog odgovora, u proizvodnji citokina i pojavi renalne disfunkcije u slučajevima 

nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom. Autori su pokazali da je TLR4 bitan u pokretanju 

intrarenalnog inflamatornog odgovora povezanog sa administracijom cisplatina.

Ekspresija brojnih inflamatornih citokina i hemokina se povećava u bubrezima posle 

oštećenja bubrega cisplatinom. Međutim, dokazi za funkcionalnu ulogu za mnoge od ovih 

citokina nedostaju. Na primer, neka istraživanja (Faubel i sar., 2007; Lu i sar., 2008) su

utvrdila da je ekspresija IL-1β, IL-18, CX3CL1 i IL-6 povećana kod cisplatinske 

nefrotoksičnosti. Pored toga, delecija kaspaze 1, koja je odgovorna za stvaranje aktivnog IL-

1β i IL-18, smanjuje cisplatinom izazvano oštećenje bubrega i infiltraciju neutrofila in vivo 

(Faubel i sar., 2004). Međutim, inhibicija ili genetska delecija ovih citokina ne smanjuje 

cisplatinsku nefrotoksičnost, ostavljajući mehanizam kojim kaspaza 1 doprinosi oštećenju 
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cisplatinom nerazjašnjenim. Takođe, ekspresija interferona-γ (IFN-γ) je povećana kod 

cisplatinske nefrotoksičnosti, ali neutrališuća antitela za IFN-γ ne pružaju zaštitu od oštećenja

bubrega (Tadagavadi i sar., 2010a). Zanimljivo je da su mnogi od ovih citokina ushodno 

regulisani na TNF-zavisan način (Ramesh i sar., 2002). Može biti da ovi pojedinačni citokini 

imaju manje uloge u cisplatinskoj nefrotoksičnosti koje je teško eksperimentalno 

demonstrirati dok inhibicija TNF-α daje bolje efekte zbog kumulativnog delovanja više 

citokina.

Citokini mogu imati i antiinflamatorno dejstvo. IL-10 je antiinflamatorni citokin koji sprečava 

aktiviranje leukocita i produkciju proinflamatornih citokina i hemokina (de Waal Malefyt, 

2001). Deng i sar. (2001) su pokazali da aplikacija egzogenog IL-10 sprečava povećanu 

produkciju TNF-α, ekspresiju ICAM-1 i priliv neutrofila u bubreg kao odgovor na cisplatin. 

Il-10 deficijentni miševi su podložniji cisplatinskoj nefrotoksičnosti i izloženi su većem 

prilivu neutrofila i većoj ekspresiji proinflamatornih citokina od IL-10+ tipa miševa 

(Tadagavadi i sar., 2010a). Deo ovog efekta nastaje zbog produkcije IL-10 od strane 

dendritskih ćelija.

Pored njihove uloge u patogenezi cisplatinske nefrotoksičnosti, citokini mogu imati 

dijagnostičku vrednost za ovaj poremećaj. Nivoi nekoliko proinflamatornih citokina, 

uključujući i TNF-α, IL-6, IL-2, interferon gama indukovan protein 10 (IP-10), MCP-1 su 

povećani u urinu cisplatinom tretiranih miševa (Zhang i sar., 2008). Utvrđeno je da se 

povećanja nivoa citokina IP-10, liganda hemokina 1 (CXCL1) i faktora stimulacije kolonija 

granulocita (G-CSF) mogu detektovati u urinu već šest sati posle tretmana cisplatinom, 

mnogo pre nego povećan nivo kreatinina i ureje u serumu (Zhang i sar., 2008). Isto tako, 

povećanja urinarnog CXCL1 i G-CSF, IL-2, MCP-1 i IL-8 nivoa zabeležena su tri dana nakon 

aplikovanja malih doza cisplatina kod pasa (McDuffie i sar., 2010). Merenje urinarnih 

citokina može omogućiti otkrivanje rane cisplatinske toksičnosti i može biti korisno za 

određivanje preventivnih mera.

2.1.4. Nastanak apoptoze kod cisplatinske nefrotoksičnosti

Oštećenja bubrežnih ćelija cisplatinom proučavana su uglavnom in vitro, korišćenjem kultura 

bubrežnih tubularnih epitelnih ćelija ili sveže izolovanih ćelija. In vitro, niske koncentracije 

cisplatina prvenstveno dovode do apoptotične ćelijske smrti, dok u većim koncentracijama 

nastaje nekroza (Lieberthal i sar., 1996; Lee i sar., 2001). In vivo administracija 

nefrotoksičnih doza cisplatina takođe dovodi do nastanka apoptoze i nekroze u bubregu 

(Shiraishi i sar., 2000; Megyesi i sar., 1998; Ramesh i sar., 2004).
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Nekoliko apoptotičnih puteva učestvuje u cisplatinom izazvanoj ćelijskoj smrti epitelnih ćelija 

bubrega, uključujući spoljašnji put aktiviran preko receptora smrti, unutrašnji mitohondrijalni 

put, kao i put stresa endoplazmatskog retikuluma (ER).

Spoljašnji put, iniciran vezivanjem liganada za receptore smrti, dovodi do aktivacije kaspaza 

8 i 10, što dalje aktivira kaspazu 3 (Kaushal i sar., 2001; Tsuruya i sar., 2003b). Glavni 

ligandi uključuju Fas i TNF-α i njihove odgovarajuće receptore (TNFR 1 i 2) (Pabla i sar., 

2008b; Sancho-Martínez i sar., 2012) . Dokazi da cisplatin može izazvati apoptozu preko 

receptora smrti uključuju otkrića da su TNFR1 i Fas-deficijentne bubrežne epitelne ćelije 

otporne na ćelijsku smrt izazvanu cisplatinom (Tsuruya i sar., 2003b), da cisplatin povećava 

aktivnost kaspaze 8 (Seth i sar., 2005) i da inhibicija kaspaze 8 smanjuje cisplatinom 

indukovanu smrt ćelija in vitro (Takeda i sar., 1997). Zapaženo je da je apoptoza ćelija 

proksimalnih tubula izazvana cisplatinom udružena sa povećanom ekspresijom Fas u 

bubrežnom tkivu. S druge strane, TNFR1 sadrži “domen smrti” koji nakon vezivanja TNF-α, 

inicira formiranje kompleksa za aktivaciju kaspaza, dovodeći do apoptoze (Tsuruya i sar., 

2003b). Nasuprot tome, TNFR2 ne sadrži “domen smrti” i nije direktno uljučen u inicijaciju 

apoptoze (Ramesh i sar., 2003).

Nasuprot tome, postoji veliki broj dokaza koji ukazuju da cisplatin aktivira unutrašnji 

mitohondrijalni put apoptoze. Dakle, izloženost bubrežnih epitelnih ćelija cisplatinu rezultuje 

translokacijom Bax u mitohondrije, aktiviranjem kaspaze 2, oslobađanjem citohroma C, 

faktora koji indukuje apoptozu (AIF), SMAC/Diablo, Omi/HtrA2 i endonukleaze G iz 

mitohondrija i aktiviranjem kaspaze 9 (Jiang i sar., 2006; Wei i sar., 2007a; Jiang i sar., 2009; 

Yin i sar., 2007; Dursun i sar., 2006). Kaspaze su porodica proteaza ćelijske smrti koje igraju 

ključnu ulogu u fazi izvršenja apoptoze kod cisplatinom indukovane smrti bubrežnih 

tubularnih epitelnih ćelija in vitro i in vivo (Jiang i sar., 2009; Fukuoka i sar., 1998; Kaushal i 

sar., 2001; Yang i sar., 2008). Aktiviranje kaspaza 3, 8 i 9 se javlja već 12 sati nakon tretiranja 

bubrežnih epitelnih ćelija in vitro cisplatinom (Kaushal i sar., 2001). Inhibicija aktivnosti 

kaspaza suprimira cisplatinom indukovanu ćelijsku smrt (Jiang i sar., 2009; Kaushal i sar., 

2001; Yang i sar., 2008; Jiang i sar., 2004). I p53 zavisna ekspresija kaspaza 6 i 7 (Yang i sar., 

2008) i p53-nezavisno aktiviranje kaspaze kroz Bax/Bak posredovano oslobađanje citohroma 

C (Jiang i sar., 2009) doprinosi cisplatinom indukovanoj smrti ćelija tubularnog epitela. Posle 

izlaganja signalima smrti, proapoptotski proteini Bax i Bak se strukturno modifikuju i 

menjaju integritet mitohondrijalne membrane izazivajući oslobađanje apoptogenih faktora kao 

što su citohrom C (kaspaza aktivator) i faktor koji indukuje apoptozu (AIF), kaspaza-

nezavisnih promotora ćelijske smrti. Uprkos oslobađanju citohroma C u odgovoru na 
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cisplatin, inhibicija citohroma C posredovana aktiviranjem kaspaze pruža samo parcijalnu 

zaštitu od apoptoze izazvane cisplatinom, što ukazuje na ulogu AIF u ćelijskoj smrti. Pored 

nishodnih regulatora apoptotičnih puteva i proteina iz Bcl-2 porodice, druga dva važna 

mehanizma su opisana kod nefrotoksičnosti cisplatina, to su: promotori signalne transdukcije 

kao što su protein kinaze (MAPK, PI3K i PKB/Akt) i transkripcioni faktori (NF-kB i p53).

Uloga p53 proteina prepoznata je kao kritična za indukciju apoptoze kod cisplatinske 

nefrotoksičnosti. Tumor supresor p53 izaziva zastoj ćelijskog ciklusa ili apoptozu kao 

odgovor na oštećenje DNK, aktiviranje onkogena i hipoksiju (Basset i sar., 2008). Cisplatin 

aktivira p53 u bubregu in vivo (Wei i sar., 2007a) i bubrežnim epitelnim ćelijama in vitro 

(Seth i sar., 2005; Cummings i sar., 2002). Studije ukazuju da aktivacija p53 može biti rani 

znak apoptoze izazvane prisustvom cisplatina, jer promoviše aktiviranje kaspaze-2 i 

oslobađanje AIF iz mitohondrija, ukazujući da je oštećenje DNK izazvano translokacijom 

AIF i korelira sa p53 (dos Santos i sar., 2012; Sancho-Martinez i sar., 2012; Mukhopadhyay i 

sar., 2012). Štaviše, farmakološka ili genetska inhibicija p53 transkriptivne aktivnosti 

smanjuje cisplatinom indukovanu aktivaciju kaspaze i apoptozu in vitro (Seth i sar., 2005; 

Jiang i sar., 2004; Cummings i sar., 2002), kao i cisplatinom indukovanu apoptozu i oštećenje 

bubrega in vivo (Wei i sar., 2007b; Molitoris i sar., 2009). Dve ključne tačke regulacije p53 

mogu da posreduju u delovanju p53 kod cisplatinom izazvane ćelijske smrti: p53 modulator 

apoptoze-alfa (PUMA-α) i p53-indukovan protein sa domenom smrti (PIDD). PUMA-α je 

proapoptotični protein iz Bcl-2 porodice koji je indukovan cisplatinom na p53-zavisan način 

(Jiang i sar., 2006). Aktiviranje p53 cisplatinom takođe izaziva aktiviranje PIDD, koji zatim 

aktivira kaspazu 2, što dovodi do oslobađanja AIF iz mitohondrija (Seth i sar., 2005). P53 se 

može smestiti u mitohondrije u toku ćelijskog stresa gde ima određene netranskripcijske 

aktivnosti, kao što je održavanje broja kopija mitohondrijalne DNK i proizvodnja reaktivnih 

vrsta kiseonika (Lebedeva i sar., 2009; Yoshida i sar., 2003a).

Put stresa ER podrazumeva aktiviranje kaspaze 12 i Ca2+ zavisne fosfolipaze A2, dok 

farmakološka inhibicija ovih enzima smanjuje cisplatinom indukovanu apoptozu (Liu i sar., 

2005; Cummings i sar., 2004; Peyrou i sar., 2007). Kaspaza 12, koja se nalazi na citozolnoj 

strani endoplazmatskog retikuluma, je inicijator ER puta. Ca2+-nezavisna fosfolipaza A2 je još 

jedan protein povezan sa ER putem ćelijske smrti. Kod bubrežnih tubuluskih ćelija tretiranih 

cisplatinom, ovaj protein može delovati nishodno na p53 i ushodno na kaspazu-3 (Cummings 

i sar., 2004).
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2.2. Kvercetin

Nažalost, čak i sa agresivnom hidratacijom, bubrežna toksičnost pri administraciji cisplatina 

se i dalje javlja. Ovo je podstaklo razvoj efikasnijih preventivnih strategija koje se mogu 

primenjivati u odnosu na mehanizme nastanka nefrotoksičnosti. Kombinovane strategije koje 

pogađaju više mehanizama, kao što su smanjenje preuzimanja cisplatina i smanjenje 

inflamacije, mogu da ponude najbolju šansu za klinički značajnu prevenciju. Međutim, svaka 

predložena strategija, međutim, mora se pažljivo ispitivati kod životinja koje imaju tumore 

kako bi se osiguralo da efikasnost hemoterapije cisplatina ne bi bila ugrožena.

Nekoliko eksperimentalnih modela pokazuju zaštitu bubrega antioksidansima kao što su 

DMTU, melatonin, selen, vitamin E i N acetilcistein (dos Santos i sar., 2012; Pabla i sar., 

2008a; Miller i sar., 2010). Od izuzetnog značaja je i činjenica da prirodni antioksidansi mogu 

smanjiti nivoe RVK u bubrezima, a da pri tome delotvornost cisplatina ostane potpuna.

Flavonoidi pripadaju grupi prirodnih supstanci sa promenljivom fenolnom strukturom i nalaze 

se u voću, povrću, žitaricama, voćnim napicima, čaju, vinu i kao lekovitom bilju (npr. Silibum 

marianum, Alpina officinarum, Hipericum perforatum) (Middleton i sar., 1998). Mnoge 

studije su pokazale da flavonoidi imaju širok spektar bioloških aktivnosti kao što su 

antikancerogeni, antivirusni, antibakterijski, antioksidansni i antiinflamatorni efekat 

(Middleton i sar., 1998). Identifikovano je više od 4000 vrsta flavonoida. Flavonoidi 

uključuju halkone, flavone, flavonole, flavanone, flavanol, antocijanine i izoflavone.

Flavoni se odlikuju planarnom strukturom zbog dvostruke veze u centralnom aromatičnom 

prstenu (Slika 2). Kvercetin, (3,3,4,5,7-pentahidroksiflavon), je tipičan flavonol prisutan u 

voću i povrću, semenu, orasima, čaju i vinu, kao i u velikom broju dodataka ishrani (Knekt i 

sar., 1997).

Slika 2. Strukturna formula kvercetina

Prosečan dnevni unos kvercetina je oko 30 mg u većini zapadnih zemalja, a njegova 

bioraspoloživost zavisi od metaboličke forme prisutne u hrani. Kvercetin dobijen iz biljnih 

izvora je u formi kvercetin-konjugata glukoze (kvercetin glukozidi), koje se apsorbuju preko 
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apikalne membrane enterocita. Na primer, kvercetin koji se obično nalazi u jabukama, luku i 

zelenom čaju (Scalbert i sar., 2000), zastupljen je uglavnom kao glukozid, odnosno šećer

(glukoza, galaktoza, rutinoza ili ksiloza) vezan za jednu od hidroksil grupa flavonola 

(Middleton i sar., 1993). Oblik flavonoida određuje brzinu apsorpcije. Hollman i sar., (1999) 

su utvrdili da se glikozilirani oblici kvercetina apsorbuju lakše nego aglikonski. I druge 

studije su potvrdile da je apsorpcija kvercetina znatno poboljšana njegovom konjugacijom sa 

šećerom (Hollman i sar., 1997a;. Erlund i sar., 2000). Moguće objašnjenje za povećanu 

apsorpciju jeste omogućavanje apsorpcije glikozida bilo deglikozilacijom (Nemeth i sar., 

2003) ili transportom preko nosača (Gee i sar., 2000; Walgren i sar., 2000a, Walgren i sar., 

2000b), što rezultuje višim koncentracijama u plazmi i povećanom bioraspoloživosti. Posebno 

crevna laktaza florizin hidrolaza (LPH) pokazuje određenu aktivnost prema glikozidima 

flavonoida (Day i sar., 2000) i njena uloga u apsorpciji kvercetina je potvrđena na 

perfuzionom modelu tankog creva pacova (Sesink i sar., 2003). Nosačima-posredovan 

transport glikozida kvercetina može uključivati natrijum zavisni transporter glukoze-1 (Gee i 

sar., 2000). Nakon oslobađanja kvercetina sa transportera, kvercetin glukozidi se hidrolizuju 

intracelularnom β-glukozidazom (Nemeth i sar., 2003). U nekonjugovanom obliku, apsorpcija 

kvercetina je manje efikasna i koncentracija u plazmi je manja od 0.33 μmol/1. Zbog 

hidrofilnog karaktera glukozida, sam kvercetin bez šećera, odnosno aglikon, se apsorbuje 

pasivnom difuzijom (Griffiths, 1982). Aglikonski oblici flavonoida se mogu lako apsorbovati 

u epitelne ćelije debelog creva, jer im liposolubilnost olakšava prolazak kroz fosfolipidni 

dvosloj ćelijske membrane.

Kada se jednom absorbuju, kvercetin-glukozidi se hidrolizuju i stvaraju kvercetin aglikon koji 

se dalje metaboliše u metilirane, sulfatne i glukuronidne oblike posredstvom enterocitične 

transferaze (Hollman i sar., 1996). Metaboliti kvercetina se zatim transportuju u lumen creva, 

a potom u jetru, gde se odvijaju reakcije konjugacije i formira se kvercetin-3-glukuronid i 

kvercetin-3-sulfat koji su glavna cikulišuća jedinjenja kvercetina u humanoj plazmi. 

Metaboliti formirani u tankom crevu i jetri uključuju metilirane, sulfatne i glukuronidne forme 

(Hollman i sar., 1997b; Day i sar., 2000). Značajan deo tih metabolita može biti izlučen u žuč 

i vraćen na taj način u lumen creva gde se mogu još jednom, hidrolizovati i reapsorbovati ili 

izlučiti preko debelog creva.

Normalno, koncentracije kvercetina u plazmi su u opsegu niskih nanomolarnih, ali 

suplementacijom kvercetina mogu se povećati do visokih nanomolarnih ili niskih 

mikromolarnih. Nedavna istraživanja vezana za distribuciju kvercetina u tkivima pacova i 

svinja, pokazala su da nakon suplementacije kvercetina dolazi do njegove akumulacije u 
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plućima kod pacova, kao i u jetri i bubrezima kod svinja. U zavisnosti od studije, poluživot 

kvercetina i njegovih metabolita u plazmi je u rasponu od 11 do 28 sati i zavisi od oblika 

jedinjenja i načina administracije (Hollman i sar., 1996; Conquer i sar., 1998).

Brojne in vitro studije su otkrile različite biološke efekte kvercetina, uključujući indukciju 

apoptoze, inhibiciju protein kinaze C (PKC), inhibiciju lipoksigenaze, inhibiciju oslobađanja 

histamina, aktivnosti slične superoksid dismutazi (SOD), modulaciju ćelijskog ciklusa, 

inhibiciju angiogeneze i inhibiciju angiotenzin konvertujućeg enzima II (Formica i sar., 

1995).

2.2.1. Antioksidativna aktivnost kvercetina

U porodici flavonoida, kvercetin je najmoćniji sakupljač RV, uključujući RVK (Cushnie i 

sar., 2005), i RVA kao što su NO (Haenen i sar., 1999) i ONOO (Heijnen i sar., 2001). Ovi 

antioksidativni kapaciteti kvercetina pripisuju se specifičnom molekulu koji ima optimalnu 

konfiguraciju za sakupljanje slobodnih radikala, odnosno katehol grupu u B prstenu i OH 

grupu na poziciji 3 AC prstena (Heijnen i sar., 2001). Upravo, zbog velikog broja hidroksilnih 

grupa i konjugovanih π orbitala, kvercetin može sakupljati mitohondrijalne RVK, kao što su 

O2
- - i vodonik peroksid (Heijnen i sar., 2001). Reakcija kvercetina sa O2

- dovodi do stvaranja 

semikvinon radikala i H2O2. Zatim, kvercetin reaguje sa H2O2 i smanjuje njegove nivoe u 

prisustvu peroksidaza i time štiti ćelije od oštećenja. Studije rađene na pacovima pokazale su 

da kvercetin može imati zaštitnu ulogu u ishemijskim/reperfuzionim oštećenjima različitih 

vrsta ćelija mozga i srca, ublažavanjem citotoksičnih efekata RVK i smanjenjem apoptoze 

posredovane mitohondrijama (Sanhueza i sar., 1992, Cevik i sar., 2013; Ghosh i sar., 2013).

Kvercetin je takođe i odličan in vitro antioksidans. Osim toga, utvrđeno je da kvercetin znatno 

pojačava endogenu antioksidantnu zaštitu zbog svog doprinosa u ukupnom plazma 

antioksidativnom kapacitetu koji je 6.24 puta veći od referentne vrednosti antioksidansa 

troloks, dok je na primer doprinos vitamina C i mokraćne kiseline praktično jednak troloksu 

(Arts i sar., 2004). Kvercetin je posebno poznat po svojoj sposobnosti helatiranja gvožđa i 

stabilizacije gvožđa. Takođe je dokazana sposobnost kvercetina u direktnoj inhibiciji lipidne 

peroksidacije (Sorata i sar., 1984).

Poznato je da kvercetin ima i jake antiinflamatorne kapacitete (Orsolic i sar., 2004). 

Ciklooksigenaze i lipoksigenaze igraju važnu ulogu kao inflamatorni medijatori koji su 

uključeni u oslobađanje arahidonske kiseline, koja je onda polazna tačka za opšti inflamatorni 

odgovor. Neutrofili koji sadrže lipoksigenaze stvaraju hemotaktična jedinjenja iz arahidonske 

kiseline i izazivaju oslobađanje citokina. Utvrđeno je da određena fenol jedinjenja inhibiraju 
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ciklooksigenazu i 5-lipoksigenazne puteve (Ferrandiz i sar., 1990; Laughton i sar., 1991). Ova 

inhibicija smanjuje oslobađanje arahidonske kiseline (Yoshimoto i sar., 1983). Kvercetin

posebno, inhibira aktivnost i ciklooksigenaze i lipoksigenaze, čime umanjuje formiranje tih 

inflamatornih metabolita (Robak i sar., 1996; Kim i sar., 1998). Pored toga, pokazano je in 

vitro da kvercetin takođe poseduje antifibrotična (Lee i sar., 2003), antikoagulaciona (Bucki i 

sar., 2003), antibakterijska (Cushnie i sar., 2005), antiaterogena (Perez-Vizcaino i sar., 

2006a), antihipertenzivna (Perez-Vizcaino i sar., 2006b) i antiproliferativna svojstva (Orsolic i 

sar., 2004, Gulati i sar., 2006). Nadalje, kvercetin direktno menja gensku ekspresiju enzima 

uključenih u biotransformacije (Pacifici i sar., 2004; Schwarz i sar. 2005) i inhibiše ćelijsku 

proliferaciju interakcijom sa vezujućim mestima za estrogen (Caltagirone i sar., 1997).

Protektivna svojstva kvercetina, dokazana su i u brojnim studijama nefrotoksičnosti kao i u 

modelima u kojima je cisplatin izazvao oštećenja različitih tkiva i organa. Upravo ovi rezultati 

su nas podstakli da ispitamo eventualna protektivna dejstva kvercetina na nefrotoksičnost 

izazvanu cisplatinom kod pacova. Štaviše, Sanchez-Gonzalez i sar. (2011b) su dokazali da 

kvercetin ne remeti antitumorski efekat cisplatina. Pored toga, pokazano je da kvercetin 

inhibiše rast karcinomskih ćelijskih linija in vitro (Yoshida i sar., 1992; Avila i sar., 1994; 

Hosokawa i sar., 1990; Larocca i sar., 1990; Scambia i sar., 1991) i da flavonoidi, kao 

antioksidansi, mogu sprečiti karcinogenezu (de Stefani i sar., 1999).

Dodatno, pretpostavlja se da flavonoidi mogu da inhibišu angiogenezu (Fotsis i sar., 1997). 

Angiogeneza je obično strogo kontrolisani proces u ljudskom telu. Proces angiogeneze je 

regulisan različitim endogenim angiogenetskim i angiostatičkim faktorima. Patološki, 

neregulisana angiogeneza se javlja kod karcinoma (Fan i sar., 1995). Inhibitori angiogeneze 

mogu ometati različite stadijume u angiogenezi, kao što su proliferacija i migracija endotelnih 

ćelija i formiranje lumena. Među poznatim inhibitorima angiogeneze, verovatno je da 

flavonoidi igraju važnu ulogu (Fotsis i sar., 1997; Paper, 1998). Međutim, mehanizam 

inhibicije angiogeneze još uvek nije dovoljno razjašnjen.

2.3. Aminogvanidin

Aminogvanidin (AG), HN-NH-C-NH, analog L-arginina, u svojoj hemijskoj strukturi sadrži 

ostatak gvanidina i hidrazin grupu (Jianmongkol i sar., 2000) (Slika 3). Prvi put je sintetisan 

redukcijom nitrogvanidina 1892. godine (Lieber i sar., 1939). Takođe se može sintetisati 

hidratacijom ili hidrolizom jedinjenja vezanih za gvanidin. AG je jedan od mnogih derivata 

gvanidina, ali ima mnoga zajednička svojstva sa hidrazinima pa se često klasifikuje kao 

hidrazin.
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Slika 3. Hemijska struktura aminogvanidina

Prvi značajniji biološki efekti ovog molekula zapaženi su 1950. godine kada je dokazano da 

AG inhibiše diamin oksidazu, koja katalizuje oksidativnu deaminaciju biološki aktivnog 

diamin histamina i putrescina (Sculer, 1952). Drugi važan biološki efekat AG-a je inhibicija 

inducibilnog oblika azot oksid sintaze (iNOS) (Mustafa i sar., 2002; Sanha i sar., 2004.).

Takođe, postoje studije koje su pokazale da AG smanjuje komplikacije i patofiziološke 

promene povezane sa prekomernom produkcijom NO u dijabetesu (Corbett i sar., 1992) i 

eksperimentalno izazvanom autoimunom encefalomijelitisu (Cross i sar., 1994). Neka 

istraživanja su pokazala i da aminogvanidin, delujući preko regulacije gena povezanih sa 

apoptozom u hipokampusu, ima zaštitni efekat kod poremećaja učenja i pamćenja kod 

streptozotocinom-indukovanog dijabetesa pacova, (Firouzjaei i sar., 2014). Štaviše, 

aminogvanidin utiče na kontra-obrtnu snagu koštanih implantata kod dijabetesa izazvanog 

streptozotocinom kod pacova (Aiala i sar., 2013).

Utvrđeno je da je AG bezbedan za lečenje komplikacija dijabetesa u dozi od 1 g/l (E Nico i 

sar., 2013). Glikacija je proces u kome se � ećer vezuje za proteine (amino kiseline) bez 

posredstva enzima. Posebno je saharoza izuzetno moćan proinflamatorni agens koji stvara 

takozvane, napredne krajnje produkte glikacije (Advanced glycation end products – AGEs) i 

ubrzava proces starenja. Glikacija takođe promovi� e rast masnih ćelija oko na� ih vitalnih 

organa koje su obeležje dijabetesa i bolesti srca. Istraživanja su pokazala da aminogvanidin 

može kompetitivno da se veže za rane produkte glikacije, generiše neaktivna jedinjenja koja 

ne izazivaju unakrsno povezivanje proteina i na taj način sprečavaju stvaranje krajnjih 

produkata glikacije (Schmitt i sar., 1986). Krajnji produkti glikacije mogu dovesti do promene 

u funkciji i strukturi ćelija, lezija i oksidativnog stresa matriksa kože što dalje dovodi do 

usporenog zarastanja rana (Lapolla i sar., 2005; Singh i sar., 2001; Ahmed, 2005). 

Aminogvanidin može da ubrza zarastanje rana kod dijabetesa blokiranjem nakupljanja 

krajnjih produkata glikacije što poboljšava uslove za zarastanje rana (Tian i sar., 2013). 

Štaviše, aminogvanidin se uspešno primenjuje u lečenju mnogih drugih komplikacija 



31

dijabetesa, uključujući dijabetesne nefropatije, aterosklerozu i druge komplikacije (E Nico i 

sar, 2013; Corbett i sar., 1992; Hammes i sar., 1991; Ozturk i sar., 2012).

2.3.1. Antioksidativna aktivnost aminogvanidina

Veliki broj studija je pokazao da je AG relativno selektivni inhibitor inducibilne NO sintaze i 

da tako inhibiše NO formaciju i reaguje sa peroksinitritima (Misko i sar., 1993, Cross i sar., 

1994; Suzuki i sar., 2002). Azot oksid sintaza (NOS) je enzim koji je uključen u sintezu NO 

(Misko i sar., 1993). NO molekul ima veliki fiziološki i patofiziološki značaj i uključen je u 

kontrolu vaskularnog tonusa, prenosa signala neurona, imunoloških procesa i zapaljenja. Azot 

monoksid nastaje iz L-arginina dejstvom azot oksid sintaze (NOS), u prisustvu NADPH i O2, 

i tom prilikom pored NO nastaju citrulin i NADP (Moncada i sar., 1991).

Azot oksid sintaza obuhvata tri izoforme: neuronalnu NOS (nNOS), inducibilnu NOS 

(iNOS) i endotelnu NOS (eNOS) (Kone, 2004). U bubregu, eNOS i nNOS su 

identifikovane u bubrežnoj vaskulaturi sabirnih tubula unutrašnje medule (Roczniak i 

sar., 2000). eNOS je lokalizovana u endotelu, uključujući aferentne i eferentne arteriole i 

vasa recta (Plato i sar., 2000.). iNOS je lokalizovana u proksimalnim tubulima, ushodnom 

kraku Henleove petlje i distalnim tubulima (Wang, 2002). Neuronska i endotelna NOS, 

predstavljaju konstitutivne izoforme koje se u odgovoru na fiziološke stimuluse, zavisno od 

jona kalcijuma aktiviraju i stvaraju male količine NO, koji aktivira guanilat ciklaze, što 

dovodi do formiranja cGMP, koji tada posreduje endotel-zavisnoj relaksaciji (Moncada i sar., 

1991) i neuronskoj transmisiji (Lowenstein i sar., 1994). Ovako stvoren NO ima kratak 

poluživot, tako da se njegova bioraspoloživost procenjuje na svega nekoliko sekundi.

Inducibilna NO sintaza je Ca2+ i kalmodulin nezavisna. Aktiviranje inducibilne izoforme 

citokinima i/ili bakterijskim endotoksinom uzrokuje proizvodnju velikih količina NO. S 

obzirom na činjenicu da ova indukcija može trajati duže u prisustvu patogenog stimulusa, 

aktivacijom iNOS stvara NO u većoj količini za sve vreme stimulacije iNOS, čime se njegovo 

štetno dejstvo višestruko povećava (Jaffrey i sar., 2001; Kone, 2004; Pautz i sar., 2010). 

Velike količine NO dovode do indukcije nitrozativnog stresa, a glavni medijator u ovom 

procesu je slobodni radikal peroksinitrit.

Peroksinitrit se formira reakcijom viška NO sa O2
-, što se često odvija u uslovima smanjene 

koncentracije SOD. Peroksinitrit je moćan oksidans koji iscrpljuje antioksidantnu odbranu, 

uključujući glutation i antioksidativne enzime (Olas i sar., 2004, Varma i sar., 2007; Reinartz 

i sar., 2008). Insuficijencija zaštitnih antioksidantnih sistema rezultuje pojačanom 

peroksidacijom lipida i povredama tkiva.
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Pretostavlja se da AG može biti i delotvoran sakupljač hidroksilnih radikala (Courderot-

Masuyer i sar., 1999). Yildiz i sar. (1998) su zaključili da AG ima direktne sakupljačke 

aktivnosti za hidroksil radikale. Polat i sar. (2006) su ispitivali dejstvo AG na gentamicinom 

indukovana bubrežna oštećenja, gde je AG delovao kao snažan sakupljač slobodnih radikala i 

sprečio depleciju ćelijskih antioksidanasa. Osim toga, AG može da inhibira lipidnu 

peroksidaciju indukcijom GSH-Px i SOD ili sakupljanjem i inaktivacijom H2O2 i HO (Babu i 

sar., 1995). Takođe, pokazano je da AG poboljšava GSH sadržaj i inhibiše lipidnu 

peroksidaciju kod amikacin-indukovanog oštećenja bubrega (Parlakpinar i sar., 2004). 

Giardino i sar. (1998) su pokazali da AG deluje kao antioksidans in vivo, sprečavajući 

formiranje RVK i lipidnu peroksidaciju u ćelijama i tkivima, kao i oksidativno indukovanu 

apoptozu. Kelly i sar. (2003) su ukazali da AG smanjuje ototoksičnost izazvanu cisplatinom 

upravo sakupljanjem hiroksi radikala. Dodatno, Yildirim i sar. (2004) su pokazali da je AG 

uspešno sprečio depleciju superoksid dismutaze i glutation peroksidaze i smanjio aktivnost 

mijeloperoksidaze, azot monoksida, kao i nivoe MDA kod bleomicinom izazvane fibroze 

pluća. Corbett i sar., (1992) su izvestili da AG inhibiše interleukinom-1b indukovanu NO 

sintazu sa polovinom maksimalne inhibicije pri dozi od 10 mM. Ove rezultate su potvrili 

Hasan i sar. (1993) kada su utvrdili da AG snažno inhibiše citokinima indukovanu inducibilnu 

NO sintazu, dok je inhibicija vaskularne konstitutivne izoforme NO sintaze, odgovorne za 

vaskularnu kontrolu, bila znatno slabija.

Aminogvanidin ima i mnoge druge korisne efekte. Inhibiše diamin oksidazu (Tilton i sar., 

1993) koja katalizuje degradaciju biološki aktivnih diamina kao što su histamin i putrescin. 

Takođe je utvrđeno da AG ublažava vaskularne i neurološke komplikacije kod 

eksperimentalno indukovanog dijabetesa verovatno zahvaljujući svojim antioksidativnim 

svojstvima (Nordberg i sar., 2001). Osim toga, neke studije ukazuju i na antioksidativne 

efekte AG kao sakupljača peroksinitrita (Ihm i sar., 1999; Szabo i sar., 1997). Aminogvanidin 

efikasno odstranjuje malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (4-HNE) (Young i sar., 

2001; Burcham i sar., 2002). AG je ekvipotentan NG-monometil-L-argininu (L-NMA), 

inhibitoru inducibilne izoforme NO sintaze, ali 10-100-puta manje potentan kao inhibitor 

konstitutivnih izoformi, što čini ovaj lek korisnim selektivnim inhibitorom iNOS-a (Misko i 

sar., 1993).

Na osnovu istraživanja nekih autora AG je preporučen kao agens potencijalne koristi kod 

oboljenja poput fokalne cerebralne ishemije kod pacova (Zhang i sar., 1996) i 

eksperimentalnog autoimunog encefalomijelitisa kod miševa (Cross i sar., 1994). Pored toga, 

AG može umanjiti pogoršane funkcije vaskularne barijere u toku odbacivanja alografta 
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(Worrall i sar., 1996) i alergijskog konjuktivitisa (Meijer i sar., 1995). Istraživano je i dejstvo 

AG na promene vaskulature prouzrokovane administracijom endotoksina - to jest, kod 

septičkog šoka, gde je utvrđeno da AG znatno ublažava nastale promene (Brian i sar., 1995).
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3. CILJ ISTRAŽIVANJA

Na osnovu podataka izloženih u poglavlju ’’PREGLED LITERATURE’’ postavljeni su

sledeći ciljevi istraživanja:

-određivanje lokalizacije nefrotoksičnog dejstva cisplatina patohistološkim i morfometrijskim 

metodama i analiza morfoloških i funkcionalnih promena u bubregu nastalih pod dejstvom 

cisplatina,

-ispitivanje parametara oksidativnog stresa, kao jednog od mogućih mehanizama

nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom,

-određivanje odnosa između morfoloških promena u bubregu, biohemijskih promena u krvi i 

promena markera oksidativnog stresa kod svih eksperimentalnih grupa pacova,

-ispitivanje mogućeg protektivnog dejstva kvercetina i aminogvanidina na nefrotoksičnost 

izazvanu cisplatinom.
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAŽIVANJA

Studija je obuhvatila analizu 48 laboratorijskih belih pacova Wistar soja, oba pola, prosečne 

telesne mase 270 grama. Životinje su uzgajane na Institutu za biomedicinska istraživanja 

Medicinskog fakulteta u Nišu i čuvane u polikarbonatskim kavezima pri standardnim 

laboratorijskim uslovima, na temperaturi 20ºC ± 2ºC, vlažnosti vazduha (60%) uz 

dvanaestočasovni dnevno/noćni ciklus i sa “ad libitum“ dostupnom hranom i pijaćom vodom. 

Sve eksperimentalne procedure su izvedene u skladu sa pravilima Normativa Evropske Unije 

(86/609/EEC) i pravilnikom za rad sa eksperimentalnim životinjama Medicinskog fakulteta u 

Nišu i odobrene su od strane Etičkog komiteta Medicinskog fakulteta u Nišu (broj 01-5518-

8).

Nakon perioda adaptacije u trajanju od 7 dana, eksperimentalne životinje su podeljene u 6 

grupa od 8 pacova. Ispitivanim eksperimentalnim grupama intraperitonealno su aplikovani

cisplatin, kvercetin, aminogvanidin i fiziološki rastvor u sledećim dozama i kombinacijama:

1. Prva eksperimentalna grupa (8 pacova) ili kontrolna grupa tretirana je fiziološkim 

rastvorom u dozi od 1 ml/24h u toku 9 dana (K-grupa).

2. Druga eksperimentalna grupa (8 pacova) tretirana je kvercetinom (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA) rastvorenim u fiziološkom rastvoru iu dozi od 50 mg/kg/24h 9 dana 

(Q-grupa).

3. Treća eksperimentalna grupa (8 pacova) tretirana je aminogvanidinom (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, USA) rastvorenim u fiziološkom rastvoru u dozi od 100 mg/kg/24h 9 dana 

(AG-grupa).

4. Četvrta eksperimentalna grupa (8 pacova) tretirana je jednokratno cisplatinom (Pfizer 

PTY.Limited, Bentley, Australia) u dozi od 8 mg/kg petog dana od početka eksperimentalnog 

istraživanja (CIS-grupa).

5. Peta eksperimentalna grupa (8 pacova) tretirana je jednokratno cisplatinom u dozi od 

8 mg/kg petog dana od početka eksperimentalnog istraživanja i kvercetinom u dnevnoj dozi 

od 50 mg/kg u trajanju od 9 dana (CISQ-grupa).

6. Šesta eksperimentalna grupa (8 pacova) tretirana je jednokratno cisplatinom u dozi od 

8 mg/kg petog dana od početka eksperimentalnog istraživanja i aminogvanidinom u dnevnoj 

dozi od 100 mg/kg u trajanju od 9 dana (CISAG-grupa).
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Desetog dana od početka eksperimentalnog istraživanja eksperimenta, sve životinje su 

anestezirane ketaminom u dozi od 80 mg/kg (Ketamidor 10%, Richter Pharma AG, Wels, 

Austria) i potom žrtvovane. Neposredno nakon anesteziranja i vivisekcije uzimano je 2 ml 

krvi iz aorte za biohemijske analize. Uzorak tkiva bubrega svake eksperimentalne životinje 

podeljen je na dva dela, jedan za određivanje parametara oksidativnog stresa, dok je drugi deo 

tkiva bubrega služio za svetlosno mikroskopsko ispitivanje. 

4.1. Biohemijske analize

Biohemijske analize krvi eksperimentalnih životinja obuhvatile su određivanje vrednosti 

natrijuma, kalijuma, ureje i kreatinina, a urađene su pomoću automatskog biohemijskog 

analizatora (A25 Biosystems, Barselona, Španija) u laboratoriji Klinike za nefrologiju i 

hemodijalizu KC u Nišu.

Za određivanje nivoa oksidativnog stresa tkivo bubrega je sečeno na male komadiće, a potom 

su uz pomoć homogenizatora (IKA Works de Brasil Ltda Taquara, RJ 22713-00) pripremani 

10% homogenati u destilovanoj vodi. Homogenati (10% w/v) su centrifugirani na 1500 x g, 

10 minuta na 4°C.

4.2. Određivanje količine proteina

Količina ukupnih proteina u tkivima, određivana je metodom po Lowry-u (Lowry, 1951), sa 

bovinim serum albuminom kao standardom.

4.3. Određivanje koncentracije uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP) u 

homogenatu

Koncentracija AOPP u tkivu određivana je spektrofotometrijskom metodom po Witko-Sarsat

i sar. (1996), koja se bazira na reakciji AOPP-a sa kalijum-jodidom u kiseloj sredini. 

Intenzitet boje je očitavan na 340 nm. Koncentracija je izražavana u μmol/mg hloramina 

T/mg proteina.

4.4. Određivanje intenziteta lipidne peroksidacije (LPO)

Intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu bubrega određivan je spektrofotometrijski na osnovu 

reakcije sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA) (Ohkawa, 1979). Apsorpcija homogenata je 

merena na 532 nm. Koncentracija malondialdehida (MDA), krajnjeg proizvoda lipidne 

peroksidacije, izražavana je po miligramu proteina, koristeći koeficijent molekularne 

ekstinkcije MDA (1,56 x 10-5 mol cm-1).
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4.5. Određivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze određivana je spektrofotometrijskom metodom po Gothu (Goth, 1991), 

koja se zasniva na sposobnosti katalaze da razlaže supstrat (H2O2), pri čemu se enzimska 

reakcija stopira dodatkom amonijum molibdata, a nastali žuti kompleks H2O2 i molibdata se 

meri na 405 nm prema slepoj probi. Aktivnost enzima izražena je u katalitičkim jedinicama na 

gram proteina (kU/g). 

4.6. Histopatološka ispitivanja

Za mikromorfološka ispitivanja isečci bubrega svih eksperimentalnih grupa, fiksirani su u 

10% rastvoru formaldehida. Nakon rutinske obrade tkiva u autotehnikonu i kalupljenja u 

parafinu kao i pravljenja laboratorijskih preseka debljine 5 mikrometra, isečci tkiva bubrega

bojeni su sledećim metodama bojenja: 

a. Hematoksilin-eozin (HE) metode za proučavanje morfoloških promena bubrega;

b. Perjodna kiselina-Šifovo bojenje (PAS) histohemijske metode bojenja za verifikaciju 

sadržaja glikogena; 

c. JONES bojenje (srebro metenamin) za bojenje bazalnih membrana tubula i kapilara 

glomerula.

Svi preparati su ispitivani na svetlosnom mikroskopu Leica DMR (Leica Microsystems AG, 

Wetzlar, Germany).

4.7. Morfometrijska analiza

Za kvantifikaciju promena utvrđenih histološkom analizom bubrežnog tkiva korišćena je 

morfometrijska analiza ispitivanih struktura bubrega (glomeruli, proksimalni i distalni tubuli). 

Morfometrijske analize su izvršene na svetlosnom mikroskopu Leica DMR (Leica 

Microsystems AG, Wetzlar, Germany) uz pomoć Image J kompjuterskog programa. Iz svake 

eksperimentalne grupe analizirana je struktura bubrega šest nasumično izabranih životinja.

Za analizu glomerula korišćeni su preparati bojeni HE metodom i slikani pod uvećanjem 

objektiva 10 puta. Analizirano je po pet glomerula uočenih na 10 vidnih polja po jednom 

slučaju. Za morfometrijsku analizu ispitivanih struktura bubrega određivani su sledeći 

morfometrijski parametri: area, celularnost, perimetar, Feret-ov dijametar, cirkularnost i 

solidnost.
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Za analizu debljine glomerularne bazalne membrane (GBM) korišćeni su preparati bojeni 

JONES metodom, a koji su prethodno slikani pod uvećanjem objektiva 40 puta. Analizirani

su svi glomeruli uočeni na 10 odabranih vidnih polja po jednom slučaju. 

Za analizu tubula bubrega korišćeni su preparati bojeni PAS metodom prethodno slikani pod 

povećanjem objektiva 40 puta. Analizirano je po pet proksimalnih i pet distalnih tubula 

uočenih na 10 odabranih vidnih polja po jednom slučaju. Određivani su sledeći 

morfometrijski parametri: površina epitela i nukleocitoplazmatski odnos.

4.8. Statistička analiza

Vrednosti parametara izražene su kao srednja vrednost i standardna devijacija. Statistička 

značajnost utvrđena je jednosmernom analizom varijanse (ANOVA) i post hoc Takijevim 

(Tukey) testom. Vrednost p<0.05 je smatrana statistički značajnom. Statistička obrada 

rezultata urađena je primenom kompjuterskog programa Graphpad Prism 5.03, San Diego, 

CA, USA.

Celokupno eksperimentalno istraživanje obavljeno je na Medicinskom fakultetu u Nišu i to na 

Institutu za fiziologiju, Institutu za biomedicinska istraživanja, Institutu za biohemiju i 

Institutu za Patologiju.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati biohemijskih analiza krvi pacova

Analiza biohemijskih analiza krvi pokazala je signifikantno povećanje koncentracije 

kreatinina u serumu kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu 

(p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). 

Prosečne vrednosti koncentracija kreatinina u serumu u grupi tretiranoj cisplatinom i 

kvercetinom bile su statistički značajno veće u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05), dok su 

statistički značajno bile manje u odnosu na koncentracije kreatinina u grupi tretiranoj samo 

cisplatinom (p<0.001). Prosečne vrednosti koncentracija kreatinina u serumu u grupi 

tretiranoj cisplatinom i aminogvanidinom bile su statistički značajno povećane u odnosu na 

kontrolnu grupu (p<0.01), ali su statistički značajno bile manje u odnosu na koncentracije 

kreatinina u grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001) (Grafikon 1). 

Grafikon 1. Prosečne vrednosti koncentracija kreatinina u serumu eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD; *p<0.05  u odnosu 

na kontrolnu (K) grupu; **p<0.01 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; ***p<0.001 u odnosu na 

kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)
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Prosečne vrednosti koncentracije ureje u serumu bile su signifikantno povećane kod pacova 

tretiranih cisplatinom u odnosu na K grupu (p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane 

kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti koncentracije ureje u serumu 

u CISQ grupi bile su statistički značajno veće u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), ali su

statistički značajno bile manje u odnosu na koncentraciju ureje u CIS grupi (p<0.001). 

Prosečne vrednosti koncentracije ureje u serumu u CISAG grupi bile su statistički značajno 

povećane u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), dok su značajno statistički bile manje u 

odnosu na koncentraciju ureje u CIS grupi (p<0.001) (Grafikon 2). 

Grafikon 2. Prosečne vrednosti koncentracije ureje u serumu eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD; *p<0.001  u 

odnosu na kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

Prosečne vrednosti koncentracije natrijuma u serumu životinja tretiranih samo cisplatinom

bile su smanjene u odnosu na K, Q i AG grupe pacova, ali nije bilo statistički značajnih 

razlika. Prosečne vrednosti koncentracije natrijuma u serumu životinja u CISQ i CISAG grupi 

bile su veće u odnosu na pacove tretirane samo cisplatinom, ali ove razlike nisu bile statistički 

značajne (Grafikon 3).
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Grafikon 3. Prosečne vrednosti koncentracije natrijuma u serumu eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD.

Grafikon 4. Prosečne vrednosti koncentracije kalijuma u serumu eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD. *p<0.05 u odnosu 

na kontrolnu (K) grupu; #p<0.05 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)
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Prosečne vrednosti serumske koncentracije kalijuma kod životinja tretiranih cisplatinom bile 

su statističke značajno smanjene u odnosu na kontrolnu grupu, kao i u odnosu na grupe koje 

su primale kvercetin i aminogvanidin (p<0.05). Prosečne vrednosti serumske koncentracije 

kalijuma kod životinja tretiranih cisplatinom i kvercetinom i životinja tretiranih cisplatinom i 

aminogvanidinom bile su veće u odnosu na pacove tretirane samo cisplatinom, ali bez 

statističke značajnosti (Grafikon 4).

5.2. Rezultati analize markera oksidativnog stresa u tkivu bubrega

Prosečne vrednosti koncentracije AOPP-a u homogenatu bubrežnog tkiva bile su 

signifikantno povećane kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu 

(p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). 

Prosečne vrednosti koncentracije AOPP-a u homogenatu bubrežnog tkiva kod životinja 

tretiranih cisplatinom i kvercetinom i životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile 

su statistički značajno manje u odnosu na koncentracije AOPP-a u grupi tretiranoj samo 

cisplatinom (p<0.001), dok su statistički značajno bile veće u odnosu na kontrolnu grupu 

(p<0.001) (Grafikon 5). 

Grafikon 5. Prosečne vrednosti koncentracije AOPP u homogenatu bubrežnog tkiva 

eksperimentalnih i kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± 

SD; *p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu 

cisplatinom (CIS)
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Prosečne vrednosti koncentracije MDA u homogenatu bubrežnog tkiva bile su signifikantno 

povećane kod pacova CIS grupe u odnosu na K, Q i AG grupe (p<0.001). Prosečne vrednosti 

koncentracije MDA u homogenatu bubrežnog tkiva kod CISQ grupe životinja bile su 

statistički značajno manje u odnosu na koncentracije MDA u CIS grupi (p<0.001), dok su 

statistički značajno bile povećane u odnosu na koncentracije MDA u K grupi pacova 

(p<0.05). Prosečne vrednosti koncentracije MDA u homogenatu bubrežnog tkiva kod CISAG 

grupe životinja bile su statistički značajno manje u odnosu na koncentracije MDA u CIS grupi 

(p<0.001), ali su statistički značajno bile povećane u odnosu na koncentracije MDA u K grupi 

pacova (p<0.01) (Grafikon 6).

Grafikon 6. Prosečne vrednosti koncentracija malondialdehida u homogenatu 

bubrežnog tkiva eksperimentalnih i kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao 

srednja vrednost ± SD; *p<0.05  u odnosu na kontrolnu (K) grupu; **p<0.01 u odnosu na 

kontrolnu (K) grupu; ***p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na 

grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

Prosečne vrednosti aktivnosti katalaze u homogenatu bubrežnog tkiva bile su signifikantno 

smanjene kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i u 

odnosu na grupe tretirane kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti 

aktivnosti katalaze u homogenatu bubrežnog tkiva kod životinja tretiranih cisplatinom i 
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kvercetinom i životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile su statistički značajno 

povećane u odnosu na aktivnosti katalaze u grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001), dok 

su statistički značajno bile manje u odnosu na kontrolnu grupu pacova (p<0.05) (Grafikon 7). 

Grafikon 7. Prosečne vrednosti koncentracije katalaze u homogenatu bubrežnog tkiva 

eksperimentalnih i kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± 

SD; *p<0.05 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; **p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; 

#p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

5.3. Rezultati histopatoloških ispitivanja

Histopatološki nalaz tkiva bubrega kontrolne grupe (Slika 4) i pacova tretiranih kvercetinom i 

aminogvanidinom (Slike 5 i 6) pokazuju intaktnu morfologiju sa normalnom strukturom 

glomerula i tubula. 

U grupi pacova tretiranih cisplatinom prisutna je degeneracija tubularne arhitekture kod 

velikog broja proksimalnih tubula sa edematoznim ćelijama i brojnim vakuolama u citoplazmi 

tubularnih ćelija kao i apoptozom tubulocita (Slike 7A i 7B). Lumen ovih tubula često je 

ispunjen degenerativno izmenjenim i deskvamiranim epitelnim ćelijama, a mestimično su 

prisutni i hijalini cilindri i peritubularna infiltracija inflamatornim ćelijama (Slike 7B i 8B). 

Pojedini distalni tubuli u CIS grupi pacova su dilatirani, dok je većina bez histoloških 

promena (Slike 7 i 8). U grupi pacova tretiranih cisplatinom zapažene su i promene na 

glomerulima. Glomeruli pacova tretiranih cisplatinom imaju redukovan lobularni izgled,
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izraženu hiperemiju i značajno su veći u odnosu na glomerule kontrolne grupe pacova.

Boumanov prostor ovih glomerula je sužen, a prisutna je i periglomerularna infiltracija 

zapaljenjskim ćelijama (Slike 7A, 7C, 8A, 8C). Na preparatima bojenim JONES metodom 

zapaža se da je bazalna membrana kapilara glomerula nejednako zadebljana u CIS grupi 

pacova (Slike 7C i 8C). 

Kod pacova grupe tretirane cisplatinom i kvercetinom promene su značajno manje izražene u 

odnosu na grupu tretiranu samo cisplatinom. U CISQ grupi zapažene su fokalne 

degenerativne promene epitelnih ćelija u proksimalnim tubulima, dok su glomeruli blago 

uvećani (Slika 9A i 9B). Na preparatima CISQ grupe bojenim JONES metodom uočava se da 

je bazalna mebrana kapilara glomerula zadebljana samo u pojedinim segmentima (Slika 9C). 

Tretman aminogvanidinom smanjio je morfološke promene izazvane cisplatinom. Na 

isečcima tkiva bubrega pacova CISAG grupe prebojenim HE i PAS metodom bojenja uočena 

je minimalna degeneracija epitelnih ćelija tubula bez dilatacije i vakuolizacije njihovih ćelija 

(Slika 10A i 10B). Na preparatima bojenim JONES metodom uočava se da su promene na 

glomerulima značajno manje sa blagim suženjem Boumanovog prostora, dok je bazalna 

membrana kapilara glomerula zadebljana samo u pojedinim segmentima (Slika 10C). 
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5.4. Rezultati morfometrijskih ispitivanja bubrega

5.4.1. Morfometrijska analiza proksimalnih tubula

Prosečne vrednosti površine epitela proksimalnih tubula bubrega bile su signifikantno veće 

kod pacova u CIS grupi u odnosu na eksperimentalne životinje K, Q i AG grupe (p<0.001). 

Prosečne vrednosti površine epitela proksimalnih tubula bubrega u CISQ grupi pacova bile su 

statistički značajno manje u odnosu površinu epitela u CIS grupi (p<0.001), dok su statistički 

značajno bile veće u odnosu na K grupu (p<0.05). Prosečne vrednosti površine epitela 

proksimalnih tubula bubrega kod životinja CISAG grupe bile su statistički značajno manje u 

odnosu površinu epitela u grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001), dok su statistički 

značajno bile veće u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01) (Grafikon 8).

Grafikon 8. Prosečne vrednosti površine epitela proksimalnih tubula eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD; *p<0.05  u odnosu 

na kontrolnu (K) grupu; **p<0.01 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; ***p<0.001 u odnosu na 

kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS).

Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa epitelnih ćelija proksimalnih tubula bile su 

signifikantno smanjene kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu 

(p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). 

Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa kod životinja tretiranih cisplatinom i 

kvercetinom bile su statistički značajno veće u odnosu na isti parametar u grupi tretiranoj 
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samo cisplatinom (p<0.001). Takođe, prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa 

životinja tretiranih cisplatinom i kvercetinom bile su statistički značajno manje u odnosu na 

kontrolnu grupu (p<0.05). Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa epitelnih ćelija 

proksimalnih tubula bubrega kod životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile su 

statistički značajno veće u odnosu površinu epitela u grupi tretiranoj samo cisplatinom 

(p<0.001), dok su statistički značajno bile manje u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001) 

(Grafikon 9).

Grafikon 9. Nukleocitoplazmatski odnos ćelija epitela proksimalnih tubula 

eksperimentalnih i kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± 

SD; *p<0.05  u odnosu na kontrolnu (K) grupu; **p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; 

#p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

5.4.2. Morfometrijska analiza distalnih tubula

Prosečne vrednosti površine epitela distalnih tubula bubrega bile su signifikantno povećane

kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i u odnosu na 

grupe tretirane kvercetinom (p<0.01) i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti 

površine epitela distalnih tubula bubrega kod životinja tretiranih cisplatinom i kvercetinom i 

životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile su manje u odnosu površinu epitela u 

grupi tretiranoj samo cisplatinom, ali bez statističke značajnosti (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Prosečne vrednosti površine epitela distalnih tubula eksperimentalnih i 

kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD; *p<0.001 u odnosu 

na kontrolnu (K) grupu; #p<0.01 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS); ##p<0.001 u 

odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa epitelnih ćelija distalnih tubula bubrega 

bile su signifikantno smanjene kod CIS grupe pacova u odnosu na K grupu (p<0.001), kao i u 

odnosu na Q i AG grupe (p<0.01). Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa kod 

CISQ grupe životinja bile su signifikantno smanjene u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05), 

dok su bile povećane u odnosu na grupu tretiranu samo cisplatinom, ali bez statističke 

značajnosti. Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa kod CISAG grupe životinja 

bile su povećane u odnosu na grupu tretiranu samo cisplatinom, ali bez statističke značajnosti 

(Grafikon 11).
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Grafikon 11. Nukleocitoplazmatski odnos ćelija epitela distalnih tubula 

eksperimentalnih i kontrolne grupe pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± 

SD; *p<0.05 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; **p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; 

#p<0.01 u odnosu na grupu tretiranu cisplatinom (CIS)

5.4.3. Morfometrijska analiza glomerula

Prosečne vrednosti površine glomerula u CIS grupi pacova bile su signifikantno povećane u 

odnosu na površinu glomerula u K, Q i AG grupi (p<0.001). Prosečne vrednosti površine 

glomerula u CISQ grupi bile su statistički značajno manje u odnosu na površinu glomerula u 

CIS grupi (p<0.001), ali su statistički značajno bile veće u odnosu na kontrolnu grupu 

(p<0.05). Prosečne vrednosti površine glomerula kod životinja iz CISAG grupe bile su 

statistički značajno manje u odnosu na površinu glomerula u CIS grupi (p<0.001), dok su

statistički značajno bile veće u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01) (Tabela 1).

Prosečne vrednosti celularnosti glomerula bile su signifikantno manje kod pacova tretiranih 

cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane 

kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti celularnosti glomerula kod 

životinja CISQ grupe bile su statistički značajno veće u odnosu na celularnost glomerula u 

grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001), ali su statistički značajno bile smanjene u odnosu 

na kontrolnu grupu (p<0.05). Prosečne vrednosti celularnosti glomerula kod životinja CISAG 

grupe bile su statistički značajno veće u odnosu na celularnost glomerula u grupi tretiranoj 
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samo cisplatinom (p<0.001), dok su statistički značajno bile manje u odnosu na kontrolnu 

grupu (p<0.01) (Tabela 1).

Prosečne vrednosti perimetra glomerula bile su signifikantno povećane kod pacova tretiranih 

cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i u odnosu na grupe tretirane 

kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti perimetra glomerula kod 

životinja CISQ grupe bile su statistički značajno manje u odnosu na perimetar glomerula u 

grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001), dok su statistički značajno bile veće u odnosu na 

kontrolnu grupu (p<0.001). Prosečne vrednosti perimetra glomerula kod životinja CISAG 

grupe bile su statistički značajno manje u odnosu na perimetar glomerula u grupi tretiranoj 

samo cisplatinom (p<0.001), dok su statistički značajno bile veće u odnosu na kontrolnu 

grupu (p<0.001) (Tabela 1).

Prosečne vrednosti Feret-ovog dijametra glomerula bile su signifikantno povećane kod 

pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.001), kao i u odnosu na grupe 

tretirane kvercetinom i aminogvanidinom (p<0.001). Prosečne vrednosti Feret-ovog dijametra 

glomerula životinja iz CISAG grupe bile su statistički značajno smanjene u odnosu na 

prosečne vrednosti Feret-ovog dijametra glomerula grupe tretirane samo cisplatinom 

(p<0.001), dok su statistički značajno bile povećane u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01). 

Prosečne vrednosti Feret-ovog dijametra glomerula životinja iz CISAG grupe bile su 

statistički značajno smanjene u odnosu na prosečne vrednosti Feret-ovog dijametra glomerula 

u grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001), dok su statistički značajno bile povećane u 

odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01) (Tabela 1).

Rezultati statističke analize su pokazali da se srednje vrednosti cirkularnosti i solidnosti 

glomerula ispitivanih grupa statistički ne razlikuju međusobno (Tabela 1).

Prosečne vrednosti debljine GBM su bile statistički značajno povećane u CIS grupi u odnosu 

na kontrolne (K, Q, AG) grupe životinja (p<0.001). Prosečne vrednosti debljine GBM u CISQ 

grupi bile su statistički značajno manje u odnosu na debljinu GBM u CIS grupi (p<0.001), 

dok su bile statistički značajno veće u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.01). Prosečne 

vrednosti debljine GBM kod životinja CISAG grupe bile su statistički značajno manje u 

odnosu na debljinu GBM u CIS grupi (p<0.001), dok su statistički značajno bile veće u 

odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05) (Tabela 1).
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Tabela 1. Rezultati morfometrijske analize glomerula

Podaci su prikazani kao srednja vrednost ± SD; *p<0.05 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; **p<0.01 u odnosu 

na kontrolnu (K) grupu; ***p<0.001 u odnosu na kontrolnu (K) grupu; #p<0.001 u odnosu na grupu tretiranu 

cisplatinom (CIS)

K Q AG CIS CISQ CISAG

AREA
(µm2)

7482.297  ± 
266.170

7634.271 ± 
437.647#

7497.628 ± 
252.636#

11598.395 ± 
121.895***

8111.265 ± 
301.119*#

8252.421 ± 
366.449**#

CELULARNOST
(broj ćelija/ µm2)

0.0076 ± 
0.0006

0.0074 ± 
0.0004#

0.0073 ± 
0.0005#

0.0052 ± 
0.0001***

0.0068 ± 
0.0002*#

0.0065 ± 
0.0003**#

PERIMETAR
(µm)

312.478 ± 
3.369

316.871 ± 
8.115#

316.092 ± 
5.523#

391.327 ± 
1.913***

329.871 ±
5.354***#

331.839 ± 
6.329***#

FERETOV 
DIJAMETAR

(µm)

108.154 ± 
1.578

113.826 ± 
10.032

111.024 ± 
2.388

137.407 ± 
1.224***

119.101 ± 
2.492**#

119.155 ± 
3.109**#

CIRKULARNOST
0.9317 ±

0.0075
0.9318 ± 
0.0045

0.9392 ± 
0.0061

0.9368 ± 
0.0047

0.9318 ± 
0.0036

0.9374 ± 
0.0033

SOLIDNOST
0.9899 ± 
0.0043

0.9923 ± 
0.0012

0.9926 ±
0.0014

0.9931 ± 
0.0017

0.9907 ± 
0.0008

0.9927 ± 
0.0011

DEBLJINA GBM
(µm)

0.5867 ±
0.0041

0.5814 ± 
0.0120#

0.5810 ±
0.0052#

0.8668 ± 
0.0089***

0.6191 ± 
0.0293**#

0.6143 ± 
0.0147*#
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6. DISKUSIJA

Cisplatin je antineoplastični lek koji se uobičajeno koristi u lečenju različitih solidnih tumora 

kao što su: tumori germinativnih ćelija, karcinom jajnika, karcinom pluća, karcinom bešike i 

karcinom skvamoznih ćelija glave i vrata (Hanigan i sar., 2003; Rjiba-Touati i sar., 2012). 

Klinička upotreba cisplatina je ograničena zbog njegovih neželjenih efekata, a naročito zbog 

dozno- i vremenski-zavisne nefrotoksičnosti (Taguchi i sar., 2005, Saad i sar., 2009). Tačan 

mehanizam cisplatin-indukovane nefrotoksičnosti je kompleksan i nepotpuno razjašnjen. 

Pokazano je da je jedan od patogenih mehanizama formiranje reaktivnih vrsta kiseonika 

(RVK) i inhibicija aktivnosti antioksidativnih enzima u renalnom tkivu. Reaktivne vrste 

kiseonika, kao što su vodonik peroksid, hidroksilni radikal, singlet kiseonik, superoksidni 

anjon i peroksil radikal, se formiraju unutar ćelija i mogu izazvati oštećenje ćelija i nekrozu 

putem nekoliko mehanizama, uključujući peroksidaciju membranskih lipida, denaturaciju 

proteina i oštećenje DNK (Karadeniz i sar., 2011; Silici i sar., 2011; Yao i sar., 2007). Iako 

tačan mehanizam cisplatinom-indukovane nefrotoksičnosti nije potpuno razjašnjen, mnoge 

studije pokazuju da cisplatin ima višestruke intraćelijske efekte koji se ostvaruju njegovom 

akumulacijom u ćelijama proksimalnih tubula i konverzijom u nefrotoksine što potom dovodi 

do oštećenja nuklearne i mitohondrijalne DNK, aktiviranja puteva ćelijske smrti, kao i 

pokretanja snažnog inflamatornog odgovora (Yao i sar., 2007; Arjumand i sar., 2011). S 

obzirom na ozbiljnost i klinički značaj cisplatinom-indukovane nefrotoksičnosti, postoji sve 

veće interesovanje u identifikaciji osnovnih mehanizama koji oštećuju bubreg kako bi se 

odredile terapijske strategije koje bi mogle sprečiti ova oštećenja izazvana cipslatinom. 

U našoj eksperimentalnoj studiji akutnu bubrežnu insuficijenciju izazvali smo jednokratnom 

primenom cisplatina u dozi od 8 mg/kg. Nefrotoksično delovanje smo potvrdili 

laboratorijskim nalazima koji su pokazali da su koncentracije kreatinina i ureje u serumu bile 

statistički značajno povećane u grupi pacova tretiranoj cisplatinom u odnosu na ostale grupe 

pacova. Koncentracije natrijuma i kalijuma u serumu pacova koji su tretirani samo 

cisplatinom bile su statistički značajno smanjene u odnosu na kontrolnu i ostale 

eksperimentalne grupe pacova. Laboratorijski rezultati su u korelaciji sa prethodnim 

studijama rađenim na sličnim eksperimentalnim modelima (Palipoch i sar., 2013; Ashrafi i 

sar., 2012; Hadjzadeh i sar., 2012). Analiza laboratorijskih parametara u našoj 

eksperimentalnoj studiji bila je u korelaciji sa dobijenim patohistološkim rezultatima.

Patohistološki nalaz dobijen analizom renalnih sekcija bojenih HE, PAS i JONES metodom 

pokazao je pojavu apoptoze, degeneracije, vakuolizaciju i edem ćelija proksimalnih tubula, 
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kao i dilataciju lumena ovih tubula kod pacova tretiranih cisplatinom. Naši rezultati su 

potvrdili ranija zapažanja da cisplatin primarno oštećuje proksimalne tubule, zbog njegove 

akumulacije u ovom delu nefrona i konverzije u nefrotoksine. Palipoch i sar. (2013) su 

administracijom različitih doza cisplatina i analizom nastalih promena pokazali da je 

nefrotoksičnost cisplatina dozno zavisna. Njihova ispitivanja su pokazala da primena 

cisplatina u dozi od 10 mg/kg izaziva promene u vidu apoptoze, vakuolizacije i prisustva 

hijalinih cilindra u lumenu tubula. Pri većim dozama bila je prisutna i nekroza, i to naročito u 

proksimalnim tubulima bubrega.

Disfunkciji proksimalnih tubula kod nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom prethode alteracije 

u bubrežnoj hemodinamici. Četrdeset osam do 72 sata nakon administracije cisplatina, nastaje 

smanjena reapsorpcija na nivou proksimalnih i distalnih tubula i povećan vaskularni otpor 

(Daugaard i sar., 1989). Nefrotoksičnost indukovana cisplatinom se karakteriše disfunkcijom 

ćelija proksimalnih tubula bubrega. Cisplatin remeti transport vode, hranljivih materija i 

elektrolita koji je posredovan pumpama za natrijum na apikalnoj i bazolateralnoj strani ćelija, 

kao što su Na+-K+ ATP-aza, Na+-K+-2Cl- kotransporter III, Na+-H+ pumpa i kanalima 

propustljivim za vodu, uključujući akvaporine 1, 2, i 3 (Bae i sar., 2009; Lajer i sar., 2005). 

Cisplatin inhibiše aktivnost transportera u četkastom pokrovu i u in vivo i in vitro modelima 

(Yoshiki i sar., 2000). Oštećenja izazvana cisplatinom mogu uticati na integritet citoskeleta i 

polaritet ćelija, što dovodi do promena koncentracija jona vodonika, kalijuma, magnezijuma i 

kalcijuma i doprinosi smanjenju reapsorpcije ovih jona u proksimalnim i distalnim tubulima, 

kao i povećanom izlučivanju ovih jona putem mokraće (Lajer i sar., 2005). Dakle, rezultati 

tretmana cisplatinom jesu poremećena tubularna reapsorpcija i poliurija (Daugaard i sar., 

1989; Lajer i sar., 2005). Poliurija koja prati administraciju cisplatina, javlja se u 2 različite 

faze. Prva faza se javlja u prvih 24 do 48 h posle administracije i odlikuje se smanjenom 

osmolarnošću urina ali stabilnom GF. To je verovatno prostaglandinima posredovana faza i 

može se sprečiti vazopresinom i aspirinom ili prestaje spontano. Druga faza počinje između 

72 i 96 sati nakon davanja cisplatina i karakteriše se smanjenjem GF. Ova faza je povezana sa 

poremećajem cirkulisanja ureje kroz medulu što dovodi do smanjenja medularnog tonusa i 

oštećenog NaCl transporta u proksimalnim tubulima i debelom ascedentnom kraku Henleove 

petlje. Ova faza ne reaguje na lekove (Isnard-Bagnis, 2003; Meyer i sar., 1994). Efekat na 

transport natrijuma i vode predstavlja ranu promenu u cisplatinskoj toksičnosti jer se 

inhibicija transportera javlja kod pacova bez povećanja ureje i kreatinina (Daugaard i sar., 

1989; Kintzel, 2001).
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Patološke promene u cisplatin-indukovanoj nefrotoksičnosti se javljaju uglavnom u S3 

segmentu proksimalnog tubula u spoljašnjem delu medule. Ova zona bubrega je podložnija 

ishemijskim oštećenjima, a oštećenja ovog segmenta javljaju se i u drugim modelima toksične 

akutne bubrežne insuficijencije (Winston i sar., 1985). Hipoksija tubula u spoljnoj meduli 

identifikovana je pimonidazol bojenjem kod nefrotoksičnosti cisplatina, gde su analize 

isečaka tkiva bubrega ukazale da su značajan deo hipoksičnih ćelija upravo ćelije 

proksimalnih tubula (Tanaka i sar., 2005). Dakle, hipoksija može imati važnu ulogu u 

cisplatin-izazvanoj nefrotoksičnosti, koja se verovatno razvija tokom smanjenog bubrežnog 

protoka krvi tokom početne faze cisplatinske nefrotoksičnosti. Međutim, hipoksijom-

indukovani faktor 1 (HIF-1) se aktivira u S3 segmentu proksimalnih tubula kod oštećenja 

izazvanih cisplatinom in vivo. HIF-1 je transkripcijski faktor koji posreduje ćelijske odgovore 

na hipoksiju, uključujući i angiogenezu, eritropoezu i glikolitičku adaptaciju. Životinje koje 

su HIF-1 negativne pojačano su osetljive na oštećenja izazvana cisplatinom posredovana 

apoptozom koja je povezana sa povećanim oslobađanjem citohroma C, gubitkom potencijala 

mitohondrijalne membrane i povećanjem aktivnosti kaspaze 9 (Tanaka i sar., 2005), tako da je 

neto efekat hipoksije u cisplatinom-izazvanim oštećenjem bubrega nejasan.

Pitanje je da li je oštećenje DNK primarni događaj i uzrok cisplatinom uzrokovane ćelijske 

smrti. U stvari, samo male količine ćelijske platine (<1%) se vezuje za nuklearnu DNK i slaba 

je povezanost između senzitivnosti ćelija na cisplatinom izazvanu ćelijsku smrt i stepena 

platinacije DNK (Burger i sar., 1997). Štaviše, Mandic i sar. (2003) su koristili bezjedarne 

ćelije da pokažu da se cisplatinom izazvani apoptotički signali javljaju nezavisno od oštećenja 

nuklearne DNK. Brojni su dokazi koji ukazuju da su mitohondrijalna DNK i uopšte 

mitohondrijalne mete verovatno važnije nego oštećenja jedarne DNK u cisplatinom 

uzrokovanoj ćelijskoj smrti (Cullen i sar., 2007). Cisplatin se hidrolizuje i stvara pozitivno 

naelektrisane metabolite koji se pre svega nakupljaju u negativno naelektrisanim 

mitohondrijama, tako da senzitivnost ćelija na cisplatin korelira sa brojem mitohondrija (Qian 

i sar., 2005) i membranskim potencijalom mitohondrija (Hirama i sar., 2006). Dejstvo 

cisplatina na mitohondrije dovodi do gubitka mitohondrijalnih sulfhidril grupa proteina, 

inhibicije preuzimanja kalcijuma i smanjenja membranskog potencijala mitohondrija (Saad i 

sar., 2004). Ovo može objasniti posebnu osetljivost proksimalnih bubrežnih tubula na 

cisplatinsku citotoksičnost, jer ovaj segment sadrži najveći broj mitohondrija u bubregu 

(Gullans i sar., 2000). Poređenje cisplatin senzitivnih i cisplatin rezistentnih ćelija karcinoma 

jajnika pokazalo je razliku u nižem membranskom potencijalu mitohondrija, kao i manje 

oštećenje mitohondrijalne DNK kod rezistentnih ćelija (Hirama i sar., 2006). Osim toga, 
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smanjenje mitohondrijalne DNK izazvano rastom ćelija u ethidium bromidu stvara ćelije 

izuzetno otporne na cisplatin (Qian i sar., 2005). Konačno, mitohondrijalna DNK može biti 

osetljivija od nuklearne DNK na cisplatinom indukovano oštećenje, zbog manje efikasnih 

mehanizama za popravku DNK (Olivero i sar., 1997). 

Kada se akumulira u mitohondrijama bubrežnih ćelija, cisplatin remeti bioenergetiku 

mitohondrija, povećavajući generisanje reaktivnih vrsta kiseonika (RVK), smanjujući 

apsorpciju kalcijuma u mitohondrije i izazivajući oslobađanje pro-apoptotičkih faktora, što na 

kraju dovodi do smrti tubularnih ćelija (Santos i sar., 2008). Mitohondrijalna energetika 

poremećena cisplatinom može doprineti razvitku nefrotoksičnosti. Masne kiseline su glavni 

izvor energije za proksimalni tubul, primarno mesto oštećenja bubrega cisplatinom. Cisplatin 

inhibiše oksidaciju masnih kiselina u bubregu miša i u kulturama ćelija proksimalnih tubula 

kroz smanjenje ekspresije receptora aktiviranih peroksizomalnim proliferatorom alfa (PPAR-

α), posredovano genima koji učestvuju u iskorišćavanju ćelijskih masnih kiselina (Li i sar., 

2004a; Portilla i sar., 2002). Agonisti PPAR-α smanjuju cisplatinsku nefrotoksičnost in vivo 

(Li i sar., 2004a, Li i sar., 2004b). Cisplatin takođe utiče na respiratorne mitohondrijalne 

komplekse i njihovu funkciju. Izloženost kultivisanih ćelija proksimalnih tubula cisplatinu in 

vitro inhibiše mitohondrijalne komplekse I - IV respiratornog lanca a kao rezultat toga, 

smanjuje količine intraćelijskog ATP-a (Kruidering i sar., 1997). Cisplatin in vivo takođe 

rezultuje mitohondrijalnom disfunkcijom što potvrđuje pad elektrohemijskog membranskog 

potencijala, osetan pad mitohondrijalnog kalcijuma i iscrpljivanje mitohondrijalnog 

antioksidativnog odbrambenog sistema (Arany i sar., 2008; Miller i sar., 2010; Portilla i sar., 

2002). 

Osim oštećenja proksimalnih tubula, cisplatin deluje i na glomerule gde može izazvati 

različite promene, o čemu nema dovoljno podataka u dosadašnjoj literaturi. Najizraženije 

promene opisane su u mitohondrijama endotelijalnih ćelija u vidu parakristalnih inkluzija, a 

opisane su i deplecija organela, formiranje intracitoplazamatskih vakuola, lipidnih tela i 

konstrikcija lumena kapilara (Kohn i sar., 2002). 

U našoj studiji, patohistološka analiza bubrežnih isečaka u CIS grupi pokazala je da su 

glomeruli bili uvećani sa suženjem Boumanovog prostora, generalizovanom kongestijom i 

periglomerularnom infiltracijom inflamatornim ćelijama. Glomerularna bazalna membrana je 

bila nejednako zadebljana kod pacova CIS grupe. 

Oštećenje glomerula, naročito glomerularnee bazalne memrane dovodi do alteracije 

glomerularne filtracije. Glomerularna filtracija se smanjuje putem nekoliko mehanizama: 

prvo, poremećena tubularna reapsorpcija aktivira tubuloglomerularnu povratnu spregu; drugo, 
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oštećenja zidova tubula dovode do vraćanja tubularne tečnosti u krv; treće, vazokonstrikcija i 

vaskularna kongestija povećavaju renalni vaskularni otpor i smanjuju renalni protok krvi i 

četvrto, kontrakcija mezangijalnih ćelija smanjuje koeficijent filtracije (Kf) (Cornelison i sar., 

1993). 

Promene GF i bubrežnog krvotoka najverovatnije odražavaju povećan renalni vaskularni 

otpor nastao kao odgovor tubuloglomerularne povratne sprege zbog povećanog natrijum-

hlorida u oblasti ćelija makule densa. Tubuloglomerularna povratna sprega se prilagođava u 

roku od nekoliko sati nakon aktivacije, što ukazuje da su direktni i indirektni vaskularni efekti 

koji ograničavaju protok krvi uglavnom odgovorni za održavanje smanjene GF, uključujući i 

poremećenu renalnu ekskreciju i akumulaciju otpadnih produkata u krvi. Među njima, 

najznačajniji su: (a) smanjenje bubrežnog protoka krvi što dovodi do povećanog bubrežnog 

vaskularnog otpora, (b) smanjenje koeficijenta filatrcije (Kf) i (c) nekroza tubula sa 

posledičnom opstrukcijom tubula i vraćanjem tubularne tečnosti u krvotok (Fent i sar., 1988). 

Značajno smanjenje GF indukovano ciklosporinom, cisplatinom ili gentamicinom povezano

je sa primetnim smanjenjem Kf (dos Santos i sar., 1991; McCauley, 1993). Najverovatnije je 

kontraktilno stanje glomerula glavna odrednica bubrežne hemodinamske regulacije i 

koeficijenta filtracije (Kf) (Mene i sar., 1989). Smanjenje glomerularne filtracione površine 

izazvane glomerularnom kontrakcijom takođe može biti logično objašnjenje za pad GF. Pored 

toga, cisplatin je u stanju da izazove kontrakciju mezangijalnih ćelija (Delbancut i sar., 1994), 

a patofiziološki mehanizmi koji regulišu Kf upravo zavise od aktivnosti intraglomerularne 

kontrakcije mezangijalnih ćelija (Martinez-Salgado i sar., 2007).

Mezangijalne ćelije su perivaskularne ćelije locirane unutar centralnog dela glomerula između 

kapilarnih petlji (Mene i sar., 1989) i imaju različite funkcije, uključujući: (a) sintezu i 

izgradnju mezangijalnog matriksa, što zauzvrat reguliše visokoelastične i hidrauličke osobine 

mezangijuma; (b) endocitozu i obradu makromolekula plazme uključujući imunokomplekse; 

(c) kontrolu glomerularne hemodinamike, uglavnom Kf, preko njihove kontrakcije ili 

oslobađanjem vazoaktivnih hormona; i (d) mehaničku trakciju glomerularne bazalne 

membrane i oblaganje endotelnih kapilara prisustvom značajnih kontrakcijskih elemenata 

citoskeleta. Većina autora se slaže da mezangijalne ćelije igraju glavnu ulogu u glomerularnoj 

kontrakciji i skupljanju filtracione površine, kao i regulacije Kf (Mene i sar., 1989; 

Pfeilschifter, 1989).

Nizak nivo GF tokom rane akutne bubrežne insuficijencije izazvane cisplatinom je propraćen 

smanjenim bubrežnim protokom krvi, ukazujući na preglomerularnu vazokonstrikciju 

(Winston i sar., 1985; Safirstein, 1986). Renalni protok krvi se može smanjiti u roku od 3 sata 
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nakon aplikacije cisplatina, a GF opada nakon smanjenja bubrežnog protoka krvi (Cornelison 

i sar., 1993). 

Poznato je da je važna komponenta patofiziološkog mehanizma akutnog oštećenja bubrega 

cisplatinom povezana sa smanjenjem medularnog protoka krvi i smanjenim dopremanjem

kiseonika i hranljivih materija tubularnim ćelijama i posledičnim ćelijskim oštećenjem 

nastalim usled neravnoteže između dopremanja i potrošnje kiseonika (Winston i sar., 1985). 

Umesto normalne autoregulacije i nastanka renalne vazodilatacije koja se dešava tokom 

smanjenja bubrežne perfuzije, ishemični bubrezi pokazuje izrazitu vazokonstrikciju i mogu da 

podlegnu hipoksičnim povredama sa gubitkom normalne vaskularne autoregulacije protoka 

krvi (Schrier i sar., 2004). Takođe, povećavajući reaktivnost na vazokonstriktorne agense i 

smanjenjem vazodilatatornih agenasa kao što su azotoksid (NO) i prostaglandini, dolazi do 

abnormalnog vaskularnog tonusa koji je takođe dokazan kod tretmana cisplatinom. 

Vazokonstrikcija nastaje delimično zbog oslobađanja angiotenzina II (Saad i sar., 2007), 

endotelina-1 (Bae i sar., 2009) i faktora aktivacije trombocita PAF (dos Santos i sar., 1991).

Štaviše, postoje dokazi da proizvodnja vazodilatatornih prostaglandina, kao što je 

prostaglandin E1 (PGE1), opada posle aplikacije cisplatina, doprinoseći napredovanju renalne 

vazokonstrikcije izazvane cisplatinom. Bubrežne hemodinamiske promene mogu biti i u vezi 

sa povećanjem nivoa kalcijuma u citoplazmi glomerularnih arteriola (Kawai i sar., 2006). 

Štaviše, pokazalo se da blokatori kalcijumovih kanala povećavaju protok krvi i ublažavaju 

renalnu disfunkciju povezanu sa cisplatinom (Khan i sar., 2009).

Jedan od ciljeva našeg istraživanja bio je da kvantifikujemo promene izazvane cisplatinom na 

glomerulima i tubulima, a naročito na glomerularnoj bazalnoj membrani. Morfometrijska 

analiza glomerula pokazala je da su pacovi koji su dobijali cisplatin imali uvećane glomerule

u odnosu na ostale eksperimentalne grupe, a što je bilo potvrđeno signifikantno većim 

vrednostima glomerularne površine, perimetra i Feretovog dijametra. Debljina GBM je bila 

statistički značajno veća u CIS grupi u odnosu na ostale grupe životinja. U dosadašnjoj 

literaturi sličan nalaz je pronađen kod nefrotoksičnosti izazvane gentamicinom (Stojiljkovic i 

sar., 2012a).

Takođe, utvrdili smo da su prosečne vrednosti celularnosti glomerula bile signifikantno manje

kod pacova tretiranih cisplatinom u odnosu na kontrolnu grupu, ali i u odnosu na grupe 

tretirane kvercetinom i aminogvanidinom. Ovaj rezultat pokazuje da primena cisplatina u 

jednokratnoj dozi od 8 mg/kg dominantno izaziva apoptozu u odnosu na proliferaciju, s 

obzirom da je poznato da cisplatin simultano izaziva i proliferaciju i apoptozu glomerularnih 

ćelija (Rodriguez-Barbero i sar., 2000; Ju i sar., 2014). 
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Patohistološkom analizom isečaka tkiva bubrega CIS grupe pacova zapažena je primetna

peritubularna i periglomerularna infiltracija leukocitima. Ranije je utvrđeno da administracija 

cisplatina izaziva povećanje neutrofila u bubregu (Ramesh i sar., 2002; Kelly i sar.,1999; 

Faubel i sar., 2007; Zhang i sar., 2008; Tadagavadi i sar., 2010b). Ublažavanje cisplatinske

nefrotoksičnosti, inhibicijom TNF-α ili TLR4 signalizacije, inhibicijom ICAM-1 ili primenom

IL-10, je povezano sa smanjenjem neutrofila u bubregu (Ramesh i sar., 2004; Ramesh i sar., 

2002; Ramesh i sar., 2003; Zhang i sar., 2008; Kelly i sar.,1999; Deng i sar., 2001). Međutim, 

Faubel i sar. (2007) su pokazali da deplecija neutrofila korišćenjem anti-neutrofilnih antitela 

nije imala efekta na cisplatinom indukovanu renalnu disfunkciju ili tubularnu nekrozu, iako je 

infiltracija neutrofila bila značajno smanjena. Ovi rezultati sugerišu da infiltracija neutrofila 

nije esencijalna za cisplatin-indukovana oštećenja bubrega i može pre biti odraz težine 

oštećenja nego uzrok same nefrotoksičnosti.

U našem istraživanju određivali smo i morfometrijske parametre tubula, i to površinu epitela i 

nukleocitoplazmatski odnos tubularnih ćelija. Rezultati morfometrijske analize su pokazali 

jaku povezanost sa histološkim promenama koje smo našli u našem eksperimentalnom 

modelu akutne bubrežne insuficijencije izazvane cisplatinom. Površina epitela i 

nukleocitoplazmatski odnos ćelija proksimalnih tubula su bili značajno izmenjeni kod 

životinja kojima je aplikovan cisplatin, tj. površina epitela je bila signifikantno veća a 

nukleocitoplazmatski odnos značajno manji kod pacova koji su dobijali cisplatin u odnosu na 

sve ostale grupe životinja. Kod distalnih tubula su nađene znatno blaže promene.

Kvantifikacija ovih promena morfometrijskom metodom pokazala je da je površina epitela 

distalnih tubula bila veća kod pacova tretiranih samo cisplatinom u odnosu na kontrolnu

grupu. Ovaj nalaz je u korelaciji sa ranijim pretpostavkama da cisplatin primarno oštećuje 

proksimalne tubule usled njegove akumulacije u ovom delu nefrona (Yao i sar., 2007).

Apoptoza ćelija bubrežnih tubula je ispitivana kod različitih bubrežnih oboljenja kao i kod 

cisplatinske nefrotoksičnosti (Yamate i sar., 2000), kod koje se nekrotična ćelijska smrt 

povezuje sa većim dozama cisplatina, dok manje koncentracije indukuju apoptozu (Lieberthal 

i sar.,1996; Baek i sar., 2003). Morfološke karakteristike nekroze i apoptoze su sasvim 

drugačije. Apoptotične ćelije su pokazale gubitak kontakta izmađu ćelija veoma rano tako da 

su ćelije pojedinačno odvojene od monosloja. Nekrotične ćelije postaju postepeno uvećane sa 

povećanjem citoplazme i odvajanjem od monosloja u vidu povezanih delova mrtvih ćelija,

dok se kondenzacija hromatina ne javlja u jedrima (Lieberthal i sar., 1996). Baek i sar. (2003) 

su potvrdili povećano oslobađanja citohroma C iz mitohondrija i zapazili su porast aktivnosti 
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kaspaze-3 u primarnim kulturama proksimalnih tubula zeca nakon njihovog izlaganja

cisplatinu. 

Aktivacija kaspaze je ključni korak u započinjanju apoptoze. Različiti stimulusi mogu 

aktivirati kaspaze uključujući i one koji aktiviraju receptore smrti plazma membrane (kaspaza

8) i izazivaju mitohondrijske disfunkcije (kaspaza 9). Kaspaze su ili inicijatori ili egzekutori 

apoptoze. Inicijatorne kaspaze uključuju kaspaze 8 i 9, i aktiviranje ovih kaspaza rezultira 

aktivacijom kaspaza kao što su 3 i 7 (Salvesen i sar., 2004). Ove kaspaze su odgovorne za 

mnoge biohemijske karakteristike apoptoze, uključujući cepanje i aktiviranje polimeraza i 

inhibitornih domena proteina koji aktiviraju kaspaze, što dovodi do DNK fragmentacije. 

Cisplatin prvenstveno izaziva smrt ćelije apoptozom i defekt u apoptotskoj signalizaciji 

takođe može doprineti rezistenciji na cisplatin. Spoljašnji put apoptoze započinje kada se 

ligandi vezuju za receptore super familije faktora tumorske nekroze-α (TNFα) što je praćeno 

aktiviranjem prokaspaze-8 preko molekula adaptera i formiranjem kompleksa signala koji 

izazivaju ćelijsku smrt. Unutrašnji put se inicira ćelijskim stresom, kao što je oštećenje DNK, 

što dovodi do oslobađanja citohroma C iz mitohondrija, izaziva aktivaciju prokaspaze-9 kroz 

interakciju sa apoptoza-promovišućim aktivirajućim faktorom-1 (APAF-1) i formiranje

aktivnog apoptotskog kompleksa. Bcl-2 familija proteina reguliše oštećenjem DNK-

indukovanu apoptozu regulišući oslobađanje mitohondrijalnog citohroma C kao odgovor na 

oštećenje DNK. Cisplatinom-indukovan genotoksičan stres aktivira višestruke transdukcione 

signale, koji mogu doprineti apoptozi ili hemorezistenciji.

Cisplatinom izazvana nefrotoksičnost je posredovana i intraćelijskim putevima signalizacije

preko mitogenom-aktiviranih protein kinaza (MAPK). Sistem signalizacije mitogen-

aktiviranih protein kinaza (MAPKs) se sastoji od više aktivacionih puteva serin/treonin 

protein kinaza, koje se aktiviraju različitim ekstracelularnim signalima i regulišu mnoge 

ćelijske procese kao što su proliferacija, diferencijacija, migracija, apoptoza i preživljavanje

(Dhillon i sar., 2007; Owens i sar., 2007). Jun N-terminalna kinaza (JNK) i p38 MAPK, 

aktivirani različitim biološkim, fizičkim i hemijskim stimulusima, su ključni medijatori stresa, 

inflamatornog odgovora, kao i apoptotičnih puteva (Francescato i sar., 2007; Ramesh i sar., 

2005), dok su ekstracelularnim-signalom-regulisane kinaze (ERKs) uglavnom indukovane 

faktorima rasta i povezane su sa mehanizmima ćelijske smrti i preživljavanja ćelija (Jo i sar., 

2005; Kim i sar., 2005; Wei i sar., 2007a). Brojni autori su opisali različite obrasce za 

aktiviranje tri glavna MAPKs puta (ERK, JNK, i p38) korišćenjem in vitro i in vivo 

eksperimentalnih modela kod nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom (Pabla i sar., 2008b; 

Francescato i sar., 2009). ERK put se tipično aktivira ekstraćelijskim faktorima rasta, p38 i 
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JNK putevi se aktiviraju različitim vrstama stresa, npr. oksidansima, UV zračenjem, 

hiperosmolarnošću, inflamatornim citokinima. Ovi događaji nishodno regulišu aktivaciju p38 

MAPK što dovodi do sinteze TNF-alfa kod oštećenja bubrega cisplatinom. Takođe, Arany i 

sar. (2004) su pokazali na in vivo modelu da rana aktivacija ERK, p38 i JNK cisplatinom 

prethodi razvitku akutne bubrežne insuficijencije. ERK takođe aktivira i kaspazu 3, koja 

kontroliše apoptozu u tubularnim ćelijama. Fosforilisana ERK je lokalizovana u distalnim 

tubulima, tako da aktivacija ERK posreduje oštećenju ovih nefrona. Još uvek je nejasno da li 

ERK doprinosi i oštećenju proksimalnih tubula, ali moguće je da promene koje nastaju u 

distalnim tubulima indukuju i oštećenje proksimalnih preko autokrinih i parakrinih procesa 

(Jo i sar., 2005). Aktivacija p38 posreduje u oštećenju proksimalnih tubula čiju stimulaciju

uzrokuju hidroksilni radikali čija je produkcija izazvana cisplatinom (Ramesh i sar., 2005). 

JNK put još uvek nije dovoljno proučen. Svakako, uloga MAPKs kod oštećenja bubrega 

cisplatinom je veoma kompleksna i zavisi od vrste ćelija, jačine i vrste stresa kojima se ćelije 

izlažu kao i od eksperimentalnog modela. Aktivacija MAP kinaza može biti delimično 

odgovorna za aktivaciju različitih signalnih puteva koji dovode do oštećenja i smrti bubrežnih 

ćelija.

Iako je tačan mehanizam nastanka cisplatinom izazvane nefrotoksičnosti još uvek nejasan, 

mnoge studije su potvrdile da ciplatin ima višestruke intraćelijske efekte izazivajući 

citotoksičnost preko delovanja RVK, aktivacijom mitogenom-aktivirane protein kinaze, 

indukcijom apoptozu i zapaljenskih procesa (Arjumand i sar., 2011). U našem istraživanju,

ispitivali smo mehanizme cisplatinske nefrotoksičnosti analizom parametara oksidativnog 

stresa MDA, CAT i AOPP. MDA je pokazatelj nivoa lipidne peroksidacije, CAT ukazuje na 

stanje antioksidativnog sistema, a AOPP je parametar oksidativne modifikacije proteina. 

Lipidna peroksidacija (LPO) predstavlja autokatalitički proces koji se najčešće završava 

ireverzibilnim oštećenjima funkcije i strukture ćelijske membrane (Pavlovic, 2006). Ova 

reakcija započinje oduzimanjem vodonikovog atoma sa masne kiseline, tako da nastaju lipidni 

radikali sa neuparenim elektronima koji brzo reaguju sa kiseonikom i stvaraju peroksil radikal 

(Gutteridge, 1995). Nakon toga nastali peroksil radikal dovodi do stvaranja hidroperoksida i 

novih lipidnih radikala, što predstavlja lančanu reakciju koja se naziva peroksidacija lipida 

(Halliwell, 1993). Da bi proces lipidne peroksidacije otpočeo i bio kontinuirano nastavljen, a 

potom i kontrolisano zaustavljen, neophodno je prisustvo supstrata koji oksidiše, prisustvo 

RKV sa visokim oksidativnim potencijalom, prisustvo O2, metala sa promenjivom valencom, 

kao i delovanje antioksidativnih enzima, vitamina i antioksidanasa važnih za završetak ovog 

procesa. Serijom kompleksnih reakcija dolazi do stvaranja produkata koji sadrže karbonilnu 
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grupu kao što su nonenal, 4-hidroksi pentenal i kratkolančani malondialdehid (MDA) 

(Pavlovic, 2006). Produkti lipidne peroksidacije, posebno MDA, reaguju sa slobodnim SH i 

NH2 grupama aminokiselina, peptida, proteina, nukleotida i fosfolipida, dovodeći do 

poremećaja funkcije ćelijske membrane i njene propustljivosti za vodu i jone i inaktivisanja 

enzima prisutnih u membrani (Mitosek-Szewczyk i sar., 2010). Takođe, ovi produkti mogu 

oštetiti i membrane lizozoma što dovodi do oslobađanja hidrolitičkih enzima, kao i membrane 

mitohondrija što uzrokuje oslobađanje jona Ca i aktivaciju enzima zavisnih od ovog jona 

(Pandey i sar., 2010). Reagovanjem sa DNK, MDA može prouzrokovati mutagene lezije koje 

mogu biti uključene u patologiju različitih bolesti (Spiteller, 2001; Sodergren, 2000). Najzad, 

ova lančana reakcija se završava kada se formiraju nereaktivni radikali ili se u potpunosti 

iskoriste kiseonik i/ili masne kiseline (Halliwell i sar., 1993). 

Katalaza je jedan od enzima u sistemu antioksidativne zaštite koji reaguje sa RVK, neutrališe

ih i pretvara u manje aktivne metabolite. Široko je rasprostranjena u tkivima, najviše je ima u 

peroksizomima, mitohondrijama i citoplazmi ćelija jetre i eritrocitima. Jedan je od endogenih 

antioksidativnih enzima koji igraju ključnu ulogu u smanjenju oksidativne modifikacije lipida 

i razgradnji vodonik peroksida na vodu i molekulski kiseonik čime prekida propagiranje 

reakcije lipidne peroksidacije (Arjumand i sar., 2011). 

Slobodni radikali osim lipida mogu oštetiti i proteine. Poznato je da su proteini osetljivi na 

dejstvo RVK in vitro i in vivo. Oksidativna modifikacija proteina može nastati dejstvom 

raličitih agenasa kao što su: RVK, fagocita, lekova, metabolita, lipidnih peroksida, procesi

stvaranja prostaglandina, osidoreduktazni mehanizmi i slično. Oksidativna modifikacija 

proteina dovodi do strukturnih alteracija u vidu izmene primarne, sekundarne i tercijarne 

strukture proteina usled promena na molekulima aminokiselinskih rezidua (Feligioni i sar., 

2013; Sitar i sar. 2013), kao i prilikom funkcionalne inaktivacije mnogih enzima (Sitte i sar., 

2000). Takođe se menjaju i fizičko-hemijske osobine proteina, menja se njihova rastvorljivost 

u tečnostima, termička stabilnost, viskoznost, fluorescencija (Sadowska-Bartosz i sar., 2013). 

Produkti oksidativne modifikacije proteina mogu biti hloro i ditirozil produkti, amino-

kiselinski adukti, hloramini i nitrotirozin. Takođe, oksidativnom modifikacijom proteina

nastaju kompleksi proteina sa krajnjim produktima lipidne peroksidacije ili glikacije proteina

pa se stvaraju uznapredovali produkti oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein 

products – AOPP), i krajnji produkti glikacije proteina (eng. advanced glycation end product -

AGE) (Perez Gutierrez i sar., 2012).

U našem istraživanju, u CIS grupi pacova vrednosti MDA i AOPP u homogenatu bubrega bile 

su statistički značajno veće, dok je aktivnost CAT bila značajno snižena, u odnosu na ostale
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grupe pacova. Naši rezultati su u skladu sa pretpostavkama da je deo mehanizma cisplatinske 

nefrotoskičnosti povezan sa deplecijom antioksidativnog sistema. Takođe, naši rezultati 

potvrđuju da cisplatin povećava produkciju RVK koji oštećuju lipidne komponente ćelijske 

membrane peroksidacijom i denaturacijom proteina i tako doprinose oštećenjima DNK i 

nastanku apoptoze. Nekoliko istraživača je pokazalo da cisplatin izaziva produkciju RVK u 

bubrežnim epitelnim ćelijama prvenstveno smanjenjem aktivnosti antioksidantnih enzima i 

iscrpljivanjem intraćelijske koncentracije GSH (Sadzuka i sar., 1994; Kruidering i sar., 1997; 

Huang i sar., 2001). 

Postoje pretpostavke da se pri primeni cisplatina produkuju RVK putem tri mehanizma. Prvo, 

kada se nađe jednom u ćeliji, cisplatin metaboliše u veoma reaktivnu formu koja može brzo 

da reaguje sa molekulima koji sadrže tiol, uključujući glutation (Arany i sar., 2003; Siddik, 

2003). Deplecija ili inaktivacija glutationa i sličnih antioksidanasa cisplatinom remeti ćelijski 

redoks status, što dovodi do akumulacije endogenih RVK i oksidativnog stresa unutar ćelija. 

Unutar ćelije, cisplatin indukuje aktivnost glukozo-6-fosfat dehidrogenaze i heksokinaze, što 

povećava proizvodnju slobodnih radikala, dovodi do lipidne peroksidacije i iscrpljivanja 

antioksidantne zaštite (Yilmaz i sar., 2004).

Drugo, cisplatin može izazvati disfunkciju mitohondrija i povećanje proizvodnje RVK zbog 

oštećenja respiratornog lanca. Na primer, kod ćelija proksimalnih tubula, izlaganje cisplatinu 

na 20 minuta smanjuje aktivnost mitohondrijalnog respiratornog kompleksa I-IV za 15-55%, 

što rezultuje produkcijom RVK (Kruidering i sar., 1997). Uloga mitohondrijalne proizvodnje 

RVK kod cisplatinom-indukovanog oštećenja bubrega je dodatno dokazana i citoprotektivnim 

efektima mangan-superoksid dismutaze koja je lokalizovana u mitohondrijama (Davis i sar., 

2001).

Najzad, cisplatin može da izazovu stvaranje RVK u mikrozomima preko citohrom P450 

(CYP) sistema. Korišćenjem in vitro i in vivo modela, Baliga i sar. (1998a; 1998b; 1999) su 

pokazali da je CYP važan izvor katalitičkog gvožđa za produkciju RVK tokom lečenja 

cisplatinom. Kod CYP2E1-null miševa, cisplatinom-indukovana akumulacija RVK je 

smanjena, a samim tim je i oštećenje bubrega znatno ublaženo (Liu i sar., 2003). 

Osim RVK i nitrozativni stres ima važnu ulogu u nastanku nefrotoksičnosti izazvane 

cisplatinom. Ćelijski efekti RVK se pojačavaju obimnom produkcijom NO, koja je posledica 

sinteze iNOS. Tako kontinuirano nastaje peroksinitrit koji doprinosi razvitku akutne bubrežne 

insuficijencije (Ozen i sar., 2004; Saleh i sar., 2005; Chirino i sar., 2008; Kuhad i sar., 

2007).



70

Ovaj porast proizvodnje reaktivnih kiseoničnih i azotnih vrsta nakon tretiranja cisplatinom 

rezultira značajnim oštećenjem strukture i funkcije ćelija, uključujući lipidnu 

peroksidaciju, nitraciju belančevina, enzimsku inaktivaciju i oštećenje DNK (Cetin i sar., 

2006; Spencer i sar., 2000; Waris i sar., 2006; Sastre i sar., 2000). Kao posledica toga, 

nastaje ćelijska disfunkcija i stvaranje unutarćelijskih signala za aktiviranje i apoptotičnih 

kao i puteva za preživljavanje ćelija koji izazivaju oštećenje i smrt bubrežnih ćelija (Jiang i 

sar., 2007; Ramesh i sar., 2005; Tsuji i sar., 2009). Oksidativna oštećenja uzrokovana 

RVK i RVA će dovesti između ostalog do povećane propustljivosti ćelija (Yorimitsu i sar., 

2004; Kim i sar., 2006a), poremećaja signalnih transdukcija u ćeliji (Yorimitsu i sar., 

2004, Kim i sar., 2006a;. Shen i sar., 2006) i nekrotične ćelijske smrti ili apoptoze (Kim i 

sar., 2006b; Shen i sar., 2006).

Baek i sar. (2003) su proučavali uloge RVK kod cisplatinom-indukovane ćelijske smrti u 

primarnoj kulturi ćelija proksimalnih tubula zeca. Izlaganjem primarne kulture ovih ćelija 

različitim koncentracijama cisplatina, otkrili su da pri niskim koncentracijama cisplatinom 

indukovanu apoptozu delimično sprečavaju Tiron i DMTU, ali ne i CAT i H2O2 akceptor, 

piruvat (Baek i sar., 2003). Izlaganje visokim dozama cisplatina indukuje nekrozu, ali je 

moguće sprečiti njen nastanak dodatkom Tirona, CAT, piruvata, deferoksamina (DFO), 

troloksa (vitamin E mimetik), dok OH sakupljači (DMTU i tioureja) nisu uticali na 

cisplatinom-indukovanu nekrozu (Baek i sar., 2003) . Ovi rezultati pokazuju da apoptoza 

delimično nastaje zbog formiranja OH, dok je cisplatinom indukovana nekroza povezana sa 

produkcijom H2O2.

Osim toga, Yoshida i sar. (2003b) su zapazili da cisplatin može da izazove proizvednju OH u 

koncentracijski-zavisnom stepenu. Stvaranje OH uzrokovano cisplatinom je potpuno 

inhibirano dodavanjem melatonina koji štiti DNK, lipide i proteine od oksidativnog oštećenja 

izazvanog različitim slobodnim radikalima (Yilmaz i sar., 2006). Na osnovu ovih literaturnih 

podataka, pretpostavljamo da produkcija OH može biti delimično odgovorna za mehanizam 

oštećenja bubrega izazvanog cisplatinom. 

U ranijim studijama, Tsutsumishita i sar. (1998) su zapazili značajnu produkciju H2O2 u S3 

ćelijama proksimalnih tubula bubrega nakon izlaganja cisplatinu, što je bilo smanjeno 

dodatkom CAT. S3 segmenti proksimalnih tubula bubrega su bili osetljiviji na cisplatin nego 

drugi segmenti kao što su ćelije spoljašnjih medularnih sabirnih tubula, a i razlika u 

osetljivosti može biti povezana delimično i sa produkcijom RVK, kao što je H2O2, koji je 

prekursor OH .
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Cisplatinom-indukovana mitohondrijalna disfunkcija sa posledičnom indukcijom puteva 

ćelijske smrti je verovatno u osnovi mehanizma cisplatinske nefrotoksičnosti. Dobro je 

poznato da mitohondrije stalno proizvode reaktivne vrste kiseonika kao što je superoksid 

(Richter i sar., 1995). Mitohondrije takođe kontinuirano uklanjaju RVK putem delovanja 

antioksidativnih enzima kao što su superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza i 

glutation S-transferaza (Richter i sar., 1995). Izgleda da je mitohondrijalni glutation (GSH) od 

suštinskog značaja u regulaciji unutrašnje mitohondrijalne propustljivosti i funkciji enzima 

održavanjem SH grupa u redukovanom stanju. Kada se SH-grupe enzima ne održavaju u 

redukovanom obliku, one postaju inaktivisane. Toksičnost izazvana cisplatinom, posebno 

nefrotoksičnost, se izgleda odnosi na smanjenje unutarćelijskih koncentracija GSH i SH-

grupa vezanih za proteine. Nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), koji pomaže da se održi 

SH grupa, opada kod tretmana cisplatinom. Shodno tome, deplecija GSH i NADH rezultira 

inhibicijom nekih dehidrogenaza, što dovodi do oksidativne fosforilacije i formiranja 

hidroksil radikala i oksidativnog stresa. Ovi slobodni radikali napadaju polinezasićene lipide i 

proteine i iniciraju lipidnu peroksidaciju. Ovaj proces postaje autolitički i izaziva ozbiljno 

oštećenje integriteta ćelijske membrane (Aggarwal, 1998). Dalje ovi događaji oštećuju ćelije 

izazivanjem mitohondrijalih oštećenja, inhibicijom mitohondrijalnih funkcija, iscrpljivanjem 

adenozin trifosfata (ATP) i drugih kofaktora. To verovatno dovodi do apoptoze i nekroze 

tkiva. Dalje, cisplatin može izazvati smanjenje aktivnosti glutation reduktaze (GR) od oko 

20%, što doprinosi smanjenju nivoa GSH od čak 70% (Kruidering i sar., 1997). Kruidering i

sar. (1997) su istraživnja sprovodili inkubacijom LLC-PK1 ćelija sa N, N - bis (2-hloretil) -N-

nitrozourejom, inhibitorom GR i sa inhibitorima različitih mitohondrijalnih kompleksa. 

Jedino je N, N-bis (2-hloroetil) -N-nitrozoureja s rotenonom, koji je inhibitor respiratornog 

kompleksa I, indukovao formiranje RVK (Kruidering i sar., 1997). Nasuprot tome, upotreba 

antioksidansa difenil-p-fenilen-diamina i DFO potpuno je sprečila stvaranje RVK, ali ne i 

ćelijsku smrt (Kruidering i sar., 1997). Ovi rezultati daju značajan doprinos u objašnjenju

mehanizma ćelijskog oštećenja izazvanog cisplatinom. Inhibicija respiratornog kompleksa I i 

inhibicija GR je, bez sumnje, uzrok formiranja RVK posle izlaganja cisplatinu međutim, osim 

ovih, postoje i drugi uzroci oštećenja ćelija.

Jedna od meta cisplatina u mitohondrijama su enzimski kompleksi koji sadrže lanac 

transporta elektrona, što dovodi do smanjenja celularnih nivoa ATP-a (Kruidering i sar., 

1997; Nowak, 2002). Ako je doza cisplatina visoka, ATP deplecija je teža i nastaje brz 

metabolički kolaps i nekrotična ćelijska smrt (Lieberthal i sar., 1996). Manji nivoi

iscrpljivanja ATP-a povezani su sa nižim dozama cisplatina što može indukovati apoptozu 
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preko oslobađanja mitohondrijalnog citohroma C, koji je identifikovan u kultivisanim 

bubrežnim epitelnim ćelijama izloženim cisplatinu (Park i sar., 2002; Nowak 2002). Stoga, 

iako ATP-iscrpljivanje može izazvati primarno oštećenje ćelije i programiranu ćelijsku smrt,

takođe to može da ubrza formiranje RVK od strane oštećenih ćelija, što dovodi do RVK-

posredovane ćelijske smrti iste ćelije ili čak susedne ćelije. Inhibicija produkcije RVK može 

ograničiti ovaj proces, a takođe može ublažiti nefrotoksičnost smanjenjem pratećeg 

inflamatornog odgovora (Kruidering i sar., 1997). Sagledano zajedno, ova zapažanja ukazuju 

na mitohondrijalnu DNK kao važan cilj toksičnog delovanja cisplatina (Cullen i sar., 2007; 

Miller i sar., 2010). 

Veliki broj studija dokumentuje protektivne efekte različitih antioksidanasa u cisplatinom-

indukovanoj nefrotoksičnosti. Pokazano je da antioksidansi kao što su superoksid dismutaze, 

dimetiltioureja i GSH smanjuju stepen bubrežne insuficijencije i oštećenja tubularnih ćelija 

kada se primenjuju istovremeno sa cisplatinom kod pacova (McGuiness i sar., 1978; Sadzuka 

i sar., 1994; Matsushima i sar., 1998). Antioksidansi, kao što su deferoksamin, probukol i hem 

oksigenaza-1 pružaju delimičnu zaštitu od cisplatinom-indukovane apoptoze u kulturi 

bubrežnih epitelnih ćelija (Lieberthal i sar., 1996; Shiraishi i sar., 2000). Nadalje, značajno

ublažavanje apoptoze i bubrežne insuficijencije u in vivo modelima je i rezultat tretiranja sa 

sakupljačem hidroksil radikala DMTU (Zhou i sar., 1999) kao i ciljanim ubacivanjem 

superoksid dismutaze u proksimalne tubule (Nishikawa i sar., 2001), kao i predtretmanom L-

karnitinom (Chang i sar., 2002). 

6.1. Protektivno dejstvo kvercetina na akutnu bubrežnu insuficijenciju izazvanu 

cisplatinom

Flavonoidi su familija fenolnih jedinjenja koja imaju biohemijska i farmakološka dejstva kao 

što su antibakterijsko, antivirusno, antiinflamatarno, antialergijsko, antineoplastično, kao i 

neuroprotektivno (Uivarosi i sar., 2010). Zahvaljujući njihovoj sposobnosti da sakupljaju 

slobodne radikale flavonoidi utiču na osnovne ćelijske funkcije kao što su rast, diferencijacija 

i apoptoza (Arjumand i sar., 2011). 

Kvercetin je moćan flavonoid koji se može naći u mnogim namirnicama, i ima brojne korisne 

efekte. Kvercetin je do sada pokazao nefroprotektivne efekte u više eksperimentalnih modela 

(Satyanarayana i sar., 2001; Singh i sar., 2004; Abdel-Raheem i sar., 2009). Pored toga, 

Sanchez-Gonzalez i sar. (2011b) su pokazali da kvercetin može umanjiti zapaljenski proces u 

bubregu bez uticaja na antitumorsko dejstvo cisplatina. U našem istraživanju administracija 

kvercetina u dozi od 50 mg/kg, 4 dana pre i 4 dana posle jednokratne primene cisplatina dala 
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je značajan protektivni efekat kod nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom. Ublažavanje 

nefrotoksičnosti je dokazano signifikantnim smanjenjem koncentracija kreatinina i ureje u 

grupi pacova koja je dobijala cisplatin u kombinaciji sa kvercetinom u odnosu na grupu 

tretiranu samo cisplatinom. Efekat je bio sličan kao i u modelu koji je ispitivao Behling i sar. 

(2006) gde je utvrđeno da primena kvercetina može vratiti koncentracije ureje i kreatinina na 

početne vrednosti. S druge strane, u našem eksperimentalnom modelu, primena kvercetina je 

dovela i do ublažavanja patohistoloških promena izazvanih cisplatinom. Na isečcima bubrega 

pacova CISQ grupe bila je prisutna samo fokalna apoptoza tubularnih ćelija, bez dilatacije 

tubula, prisustva hijalinih cilindra, glomerularne kongestije i periglomerularne infiltracije. U 

istoj grupi životinja, GBM je bila značajno manje zadebljena nego kod CIS grupe pacova.

Kvantifikacijom patohistološkog nalaza morfometrijskom analizom glomerula pacova CISQ 

grupe utvrđeno je da su glomeruli bili statistički značajno manji u odnosu na glomerule 

pacova CIS grupe, što su potvrdile smanjene vrednosti površine, perimetra i Feretovog 

dijametra glomerula. Takođe je i celularnost bila statistički značajno veća kod pacova u CISQ 

grupi u odnosu na CIS grupu, što ukazuje da kvercetin ima protektivni efekat i na apoptozu

glomerularnih ćelija, tj. da ima antiapoptotično dejstvo. 

Morfološka oštećenja tubula su takođe bila značajno ublažena, što je utvrđeno 

morfometrijskom analizom tubularnih parametara. Naime, površina epitela proksimalnih 

tubula je bila značajno manja kod pacova tretiranih cisplatinom i kvercetinom, dok je 

nukleocitoplazmatski odnos bio signifikantno veći u odnosu na iste parametre analizirane kod 

pacova kod kojih je bio primenjen samo cisplatin. Laboratorijski, patohistološki i 

morfometrijski rezultati dobijeni u našoj studiji, nesumnjivo ukazuju da kvercetin ima 

protektivno dejstvo kod akutne bubrežne insufijencije izazvane cisplatinom. 

Nefroprotektivni efekat kvercetina je najverovatnije povezan sa njegovim antioksidativnim

dejstvom, ali i sa njegovom sposobnošću da inhibira inflamaciju bubrega i apoptozu 

tubularnih ćelija (Sanchez-Gonzales i sar., 2011b). U našem istraživanju, primena kvercetina 

pre i posle administracije cisplatina je značajno ublažila promene ispitivanih oksidativnih 

parametara. Nivoi MDA i AOPP u homogentaima bubrega pacova CISQ grupe bili su 

značajno sniženi u odnosu na iste kod CIS grupe pacova. Primena kvercetina je signifikantno 

povećala aktivnost katalaze u homogenatu bubrega u CISQ grupi u odnosu na aktivnost 

katalaze kod životinja koje su jednokratno dobijale samo cisplatin. Naši rezultati ukazuju na 

ključnu ulogu kvercetina u sakupljanju slobodnih radikala koji nastaju dejstvom cisplatina, 

kao i u zaštiti lipida i proteina od oksidativne modifikacije i značajnu ulogu u očuvanju 

aktivnosti antioksidativnih enzima. Ovi efekti kvercetina svakako u velikoj meri doprinose 
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zaštiti strukturnih oštećenja bubrega nastalih delovanjem cisplatina, što smo i potvrdili 

patohistološkom i morfometrijskom analizom u našoj studiji.

I u nekim ranijim studijama je potvrđeno da kvercetin štiti membranske lipide, nuklearnu 

DNK i proteine od oksidativnog oštećenja, pre svega snažnom inhibicijom oksidativnog stresa 

(Morales i sar., 2006a). Fenolne hidroksilne grupe flavonoida, koje deluju kao donori 

elektrona, odgovorne su za aktivnost sakupljača slobodnih radikala (Bors i sar., 1990). 

Konkretno, kateholna struktura (O-dihidroksil struktura), koja poseduje dve hidroksil grupe u 

susednim položajima, je izuzetno superiornija u odnosu na druge dispozicije u sposobnosti 

doniranja elektrona i zato kvercetin i drugi flavonoidi koji sadrže katehol strukture mogu da 

imaju snažnu aktivnost u sakupljanju slobodnih radikala (Bors i sar., 1990; Rice-Evans i sar., 

1996). Kada se flavonoidi koriste kao antioksidansi, slobodni radikali se ukljanjaju a to

onemogućuje njihovu reakciju sa azot oksidom, što na kraju rezultuje manjim oštećenjima 

(Shutenko i sar.,1999).

Osim toga, polifenoli, kao što su kvercetin i rutin mogu direktno da sakupljaju superoksidni 

anjon i inhibiraju nekoliko enzima koji učestvuju u produkciji ovog radikala, kao što su npr. 

ksantin oksidaze (Muthukumaran i sar., 2008a). Blasiak i sar. (2002a) su pokazali da je 

efikasnije sakupljanje slobodnih radikala omogućeno zbog prisustva hidroksilnih grupa u B-

prstenu flavonoida (Blasiak i sar., 2002a). Oštećenje DNK izazvano H2O2 može biti 

popravljeno polifenolima, međutim, da li se njihovo dejstvo ogleda samo kroz stimulaciju 

reparacije DNK ili samo u sprečavanju oksidativnog oštećenja DNK još uvek nije poznato 

(Silva i sar., 2008). Blasiak i sar. (2002a, 2001) su ispitivali efekte kvercetina na oštećenja 

DNK izazvanih određenim kancerogenim prehrambenim supstancma kao što su N-metil-N-

nitro-N-nitrozo-gvanidin i kadmijum upotrebom Komet testa. Ovo istraživanje je pokazalo da 

kvercetin smanjuje H2O2-indukovano oštećenje DNK zbog čega se može zaključiti da 

kvercetin deluje kao sakupljač hidroksil radikala koji se proizvode u ćeliji interakcijom 

vodonik peroksida i prelaznih metala i kadmijuma (Blasiak i sar., 2001, 2002a, 2002b). 

Muthukumaran i sar. (2008b) su uporedili zaštitni efekat kvercetina kod disbalansa 

prooksidanasa i anttioksidanasa izazvanog nikotinom u cirkulaciji, plućima, jetri i bubregu 

eksperimentalnih pacova. Utvrđeno je da kvercetin ispoljava zaštitni efekat na DNK oštećenja 

putem modulacije nivoa lipidne peroksidacije i povećanjem snage antioksidansnog sistema 

kod eksperimentalnih životinja (Muthukumaran i sar., 2008b). 

Nekoliko in vitro ispitivanja su pokazala da je kvercetin sposoban da inhibiše 

lipopolisaharidima (LPS) indukovanu produkciju citokina. Na primer, kvercetin inhibiše LPS 

inukovanu produkciju TNFα u makrofagima i LPS-indukovanu proizvodnju IL8 u ćelijama 
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pluća (Geraets i sar., 2007). Štaviše, kod glijalnih ćelija je čak pokazano da kvercetin može da 

inhibiše LPS-indukovane nivoe mRNK dva citokina, TNFα i IL-1α (Bureau i sar., 2008.). U 

kulturi mikroglija, ovaj efekat kvercetina rezultirao je smanjenjem apoptoze neurona (Bureau 

i sar., 2008). Evaluacija zaštitnih efekata kvercetina kod oksidativnih oštećenja DNK 

neuronskih ćelija pokazala je da kvercetin ima direktan uticaj na reaktivne vrste kiseonika 

(Silva i sar., 2008).

Antioksidativna aktivnost flavonoida može biti objašnjenja i njihovim helatnim dejstvom, jer 

joni prelaznih metala, kao što je jon gvožđa igraju ključnu ulogu u generisanju RVK preko 

Fentonove reakcije. Pored toga, katehol grupa direktno doprinosi helatirajućem dejstvu 

flavonoida (Brown i sar., 1998). Takođe, brojne studije su pokazale da kvercetin inhibiše 

lipidnu peroksidaciju sakupljanjem slobodnih radikala i / ili helatiranjem jona prelaznih 

metala (Terao i sar., 1999). U drugoj studiji Liu i sar. (2010) su ispitivali efekat kvercetina 

kod olovom izazvanih oksidativnih oštećenja DNK i apoptoze u bubrezima pacova i pokazali

da kvercetin štiti DNK od oksidativnih oštećenja obnavljanjem aktivnosti antioksidativnih 

enzima (Liu i sar., 2010).

Kvercetin je jedan od flavonoida koji inhibiše aktivnost ksantin oksidaze, što rezultira 

smanjenjem oksidativnih oštećenja u tkivu (Shoskes, 1998; Chang i sar., 1993; Iio i sar., 

1986). I ksantin dehidrogenaza i ksantin oksidaza su uključene u metabolizam ksantina u 

mokraćnu kiselinu. Ksantin dehidrogenaza je oblik enzima prisutnog u fiziološkim uslovima, 

ali njegova konfiguracija se menja u ksantin oksidazu u uslovima ishemije. Ksantin oksidaza 

je izvor RVK. U fazi reperfuzije ksantin oksidaza reaguje sa molekulskim kiseonikom, 

oslobađajući superoksidne slobodne radikale. 

Cisplatin dovodi do povećane produkcije RVK, koji direktno ili indirektno preko nekoliko 

redoks-osetljivih signalnih puteva dovode do apoptoze ili nekroze tubularnih epitelnih ćelija 

(Francescato i sar., 2009; Lopez-Novoa i sar., 2011; Jo i sar., 2005) što je praćeno povećanom 

ekspresijom proinflamatornih medijatora koji pojačavaju citotoksični efeakat (Taguchi i sar., 

2005). Svakako, jedno od protektivnih dejstava kvercetina je i antiinflamatorni efekat. 

Moguće objašnjenje za antiinflamatorne efekte kvercetina može se naći u povezanosti između 

oksidativnog stresa i zapaljenja. RVK nisu samo uključeni u pojavu oksidativnog stresa, već i 

u inflamatorne procese preko aktivacije transkripcionih faktora kao što su NF-kB i aktivator 

proteina (AP) -1 koji indukuje proizvodnju citokina kao što je TNFα (MacNee, 2001; 

Rahman, 2002). Shodno tome, uklanjanje RVK ne samo da sprečava pojavu oksidativnog 

stresa, već pomaže i u ublažavanju zapaljenja. Već je pokazano da kvercetin može da inhibiše 

generisanje, kao i gensku ekspresiju TNFα preko modulacije NF-kB u humanim 
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mononuklearnim ćelijama periferne krvi (Nair i sar., 2006). Moguće objašnjenje mehanizma 

ove modulacije moguće je inhibicija degradacije inhibitornog dela (IκBα) ovog faktora 

transkripcije (Peet i sar., 1999). Morel i sar. (1993) su pokazali da kvercetin pokazuje 

antiinflamatorno dejstvo preko inhibicije sinteze leukotriena i otpuštanja histamina. U stvari, 

pokazano je da kvercetin može da smanji produkciju TNF-α i NO indukovanu 

lipopolisaharidom, preko smanjenja aktivnosti NF-kB u makrofagima, mikrogliji i 

mastocitima (Rahman, 2002). Tribolo i sar. (2008) su pokazali da kvercetin i njegovi 

metaboliti mogu inhibisati ekspresiju ICAM-1 i VCAM-1 u ranim stadijumima inflamacije u 

humanim ćelijama vaskularnog endotela. Osim toga, prethodne studije su pokazale da 

kvrecetin može prevenirati nefrotoksičnost izazvanu kadmijumom preko smanjenja 

prekomerne ekspresije iNOS i ciklooksigenaze 2 (COX-2), enzima koji su ključni u 

inflamatornim procesima (Morales i sar., 2006b).

Sanchez-Gonzales i sar. (2011b) su pronašli značajno smanjenu ekskreciju N-acetil-β-D-

glukozaminidaze (NAG), laktat dehidrogenaze (LDH), alkalne fosfataze (ALP), molekula 

oštećenja bubrega-1 (kidney injury molecule-1, KIM-1) i gama-glutamil transferaze (GGT)

kod primene kvercetina na modelu nefrotoksičnog delovanja cisplatina ukazujući na smanjeno 

oštećenje tubula. Ovi biomarkeri su prisutni u četkastom pokrovu (brush border) epitela 

tubula tako da se njihova urinarna ekskrecija javlja kod nekroze ili gubitka brush bordera, pa 

se zbog toga koriste za dokazivanje tubularne toksičnosti. N-acetil-β-D-glukozaminidaza se 

nalazi u lizozomima proksimalnih tubula i oslobađa se u urin kada nastane oštećenje 

lizozomalne membrane. Molekul oštećenja bubrega-1 je povezan sa ranim patofiziološkim 

događajima akutne bubrežne insuficijencije (Quiros i sar., 2010), tako da njegova smanjena 

ekskrecija pri aplikaciji kvercetina kod modela cisplatinske nefrotoksičnosti, ukazuje da 

kvercetin može delovati protektivno na sam početak razvitka akutne bubrežne insuficijencije.

Očuvanje integriteta tubula dejstvom kvercetina kroz direktne citoprotektivne efekte kao i 

indirektno preko ublažavanja inflamatornih procesa, može objasniti očuvanu tubularnu 

funkciju nakon istovremene primene kvercetina i cisplatina. Tako, očuvanje tubularnih 

funkcija sprečava i smanjenje glomerularne filatracije preko tubuloglomerularne sprege. 

Dalje, pošto je poznato da inflamacija indukuje renalnu vazokonstrikciju i smanjuje protok 

krvi kroz bubrege, prevencija inflamacije će rezultirati boljom filtracijom (Lopez-Novoa i 

sar., 2011).

Pored zaštite tubula i direktni hemodinamski efekti mogu objasniti dejstvo kvercetina na nivo 

GF preko očuvanja protoka krvi u bubrezima. U skladu sa tim u nekim in vitro studijama 



77

pokazano je vazodilatatorno dejstvo kvercetina i njegovih metabolita (Duarte i sar., 2001; 

Perez-Vizcaino i sar., 2006b). 

Još jedna prednost primene kvercetina kao renoprotektivnog agensa je njegova bezbednost. 

Farmakokinetska studija kod ljudi je pokazala da je primena kvercetina jednom dnevno u dozi 

700–1000 mg/24h ili 8–10 mg/kg/24h potpuno bezbedna i može se primenjivati kako kod 

zdravih ljudi tako i kod pacijenata čija je bolest povezana sa oskidativnim stresom (Edwards i 

sar., 2007). Kod studija na životinjama, pokazano je da su i veoma visoke doze kvercetina i 

posle dugotrajne primene potpuno bezbedne (Utesch i sar., 2008).

6.2. Protektivno dejstvo aminogvanidina na akutnu bubrežnu insuficijenciju izazvanu 

cisplatinom

Aminogvanidin je nukleofilni agens koji u svojoj hemijskoj strukturi ima dva ključna mesta: 

nukleofilnu hidrazinsku grupu NHNH2 i dikarbonilnu gvanidinsku grupu NH-C(=NH)NH2. To 

su dva ključna reaktivna mesta iz kojih prositiču svi važniji efekti ovog agensa. In vitro i in 

vivo AG inhibiše formiranje visoko reaktivnih naprednih krajnjih produkata glikacije (AGEs) 

povezanih sa patogenezom sekundarnih komplikacija u dijabetesu i kardiovaskularnim 

promenama kod starenja (Sugimoto i sar., 1997). Aminogvanidin ublažava različite

komplikacije dijabetesa i sprečava arterijske promene i srčanu hipertrofiju povezanu sa 

starenjem. Drugo, AG inhibiše NO sintaze, naročito izoformu inducibilne NO sintaze.

U našoj studiji, aplikovanje AG je rezultiralo smanjenjem ureje i kreatinina u serumu i 

ublažavanjem morfoloških promena u bubregu, najverovatnije njegovim citoprotektivnim

dejstvom, tj. inhibicijom RVK i peroksinitrita. Patohistološke promene izazvane cisplatinom 

bile su značajno smanjene aplikacijom AG, što je pokazano patohistološkom analizom tkiva

bubrega CISAG grupe gde su znaci oštećenja tubula, glomerula, kao i infiltracija leukocita 

bili značajno manji u poređenju sa patohistološkim promenama nađenim kod CIS grupe 

pacova. U CISAG grupi bile su prisutne fokalne degenerativne promene tubula, bez prisustva 

vakuola i apoptoze, dok su glomeruli imali normalnu histološku građu koja se nije razlikovala 

od glomerula K grupe životinja. 

Morfometrijska analiza tubula i glomerula pokazala je da su površina proksimalnih tubula, 

površina glomerula, perimetar i Feretov dijametar bili statistički značajno manji u poređenju 

sa grupom pacova koja je dobijala samo cisplatin, što ukazuje na nesumnjiv protektivni efekat 

AG. Takođe, naša analiza debljine GBM pokazala je da je primena AG u CISAG grupi 

pacova značajno smanjila promene, odnosno prevenirala zadebljanje GBM koje je bilo znatno 

izraženo u grupi pacova tretiranih samo cisplatinom. Prosečne vrednosti celularnosti 
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glomerula kod životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile su statistički značajno 

veće u odnosu na celularnost glomerula u grupi tretiranoj samo cisplatinom (p<0.001). 

Prosečne vrednosti nukleocitoplazmatskog odnosa epitelnih ćelija proksimalnih tubula 

bubrega kod životinja tretiranih cisplatinom i aminogvanidinom bile su statistički značajno 

veće u odnosu na CIS grupu pacova.

Pretpostavlja se da nefroprotektivno dejstvo AG proističe iz promene oksidantnih i 

antioksidantnih parametara u bubrežnom tkivu. Cisplatinom izazvano povećanje nivoa AOPP 

i MDA i smanjenje aktivnosti CAT u CIS grupi bilo je znatno ublaženo primenom 

aminogvanidina, tako da sa nivoi MDA i AOPP bili značajno manji, odnosno aktivnost 

katalaze značajno veća u CISAG u odnosu na CIS grupu pacova. Ovakvo antioksidativno 

dejstvo AG je značajno doprinelo zaštiti tubula i glomerula.

Chirino i sar. (2008) su potvrdili da produkcija NO dejstvom iNOS ima toksičnu ulogu u

nefrotoksičnosti indukovanoj cisplatinom. Azot monoksid je mali lipofilni molekulski 

medijator koji igra važnu ulogu u homeostatskoj regulaciji i integraciji glomerularnih, 

vaskularnih i tubularnih funkcija, kao i osnovnih ćelijskih funkcija, uključujući proliferaciju 

ćelija i energetski metabolizam (Liang i sar., 2000). Azot monoksid lako difunduje kroz 

ćelijsku membranu i lako stupa u hemijsku interakciju sa molekulima iz okruženja (Abraham i 

sar., 2000; Elfering i sar., 2002). Na mestu interakcije sa drugim biomolekulima stvara 

različite metabolite posredstvom kojih ostvaruje svoje efekte (Gaston i sar., 2003). Direktno, 

ili posredstvom intermedijarnih jedinjenja, NO neselektivno oštećuje tkiva, uzrokuje 

mitohondrijalnu disfunkciju, učestvuje u nitrovanju tirozina, nitrozilaciji tiolnih grupa (-SH) i

dovodi do elektrolitnog disbalansa (Knott i sar., 2009). Biološka reaktivnost NO uslovljena je 

stepenom njegovog uklanjanja u reakciji sa hemoglobinom, stepenom aktivacije guanil 

ciklaze, transformacijom u peroksinitrit i interakcijom sa tiol grupama (Martınez i sar., 2009). 

Svoj fiziološki i patofiziološki efekat NO ostvaruje posredstvom radikalskih i neradikalskih 

RKV. Najznačajnije su NO2, ONOOH, ONOO- i N2O3. Najvećim delom NO reaguje sa O2
- i 

na taj način stvara izuzetno potentni oksidant, peroksinitrit ONOO-. Azot monoksid je takođe 

prekursor NO3 i NO2 što sugeriše da ćelije sisara imaju biohemijsku mašineriju neophodnu za 

sintezu oksidisanih metabolita azota (Tarpey i sar., 2004). Iz navedenih razloga, NO3 i NO2 se 

koriste kao indeks brzine produkcije NO i 3-NT koji su pokazatelji nitrozativnog stresa.

Mitohondrije proizvode superoksid čija se količina u patološkim stanjima povećava; zato će u 

prisustvu azot oksida, mitohondrije biti glavno mesto formiranja peroksinitrita (Radi i sar., 

2002). Peroksinitrit je snažan oksidans koji iscrpljuje antioksidantnu odbranu, uključujući 

glutation i antioksidativne enzime (Olas i sar., 2004; Varma i sar., 2007; Reinartz i sar., 
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2008). Iscrpljivanje zaštitnih antioksidantnih sistema rezultuje pojačanom peroksidacijom 

lipida i oštećenjem tkiva

Protektivni efekat AG kod bubrežnog oštećenja izazvanog cisplatinom se može objasniti 

preko više mehanizama. Kao visoko reaktivni nukleofilni agens koji reaguje sa mnogim 

biološkim molekulima (piridoksal fosfat, piruvat, glukoza, malonil dialdehid i drugi), AG, 

prvenstveno inhibiše citokine i endotoksin inducibilnu izoformu NOS naspram konstitutivnih 

izoformi. Molekularni mehanizam inhibicije iNOS od strane AG nije u potpunosti razjašnjen 

(Parthasarathy i sar., 2014; Radi, 2004). Kada je proizvodnja azot oksida smanjena 

aplikovanjem AG, izvor peroksinitrita je smanjen. Manje količine peroksinitrita 

podrazumevaju i manje oksidativnih oštećenja lipida i proteina, dok je istovremeno 

antioksidativni sistem pošteđen (Radi, 2004; Reinartz i sar., 2008). Sličnosti u hemijskoj 

strukturi između AG i L-arginina, na koju su ukazali Corbett i sar. (1992) sugerišu da AG 

možda deluje kao analog supstrata. Međutim, prilično selektivna inhibicija inducibilne NO 

sintaze favorizuje direktnu interakciju između AG i enzima.

Zaštitni efekat AG može poticati i od direktnih antioksidantskih efekata AG. Postoje brojna 

istraživanja koja ukazuju da AG ima i direktni antioksidativni potencijal kao snažan sakupljač 

RVK i RVA, a takođe sprečava i njihovo formiranje. Takođe, AG sprečava nastanak lipidne 

peroksidacije i deplecije ćelijske antioksidativne aktivnosti (Ara i sar., 2006; Di Paola i sar., 

2004; Abd El-Gawad i sar., 2004). Aminogvanidin je delotvoran sakupljač hidroksilnih 

radikala (Courderot-Masuyer i sar., 1999). Polat i sar. (2006) su na modelu gentamicinske 

nefrotoksičnosti pokazali da AG deluje protektivno zahvaljujući njegovom dejstvu u vidu

snažnog sakupljača slobodnih radikala i sprečavanja deplecije ćelijskih antioksidanata. U

našem istraživanju dobijeni rezultati ukazuju da AG smanjuje cisplatinom-izazvan oksidativni 

stres, inhibiše lipidnu peroksidacija i obnovlja antioksidativnu aktivnost u bubregu. Kedziora-

Kornatowska i sar. (1998) su pokazali da AG može da spreči oksidativni stres u perifernim 

granulocitima krvi pacova sa dijabetesom indukovanim streptozotocinom. Osim toga, AG 

sprečava oštećenje antioksidativnih sistema krvi kod insulin zavisnih dijabetičnih pacova 

(Stoppa i sar., 2006). Nedavna studija pokazuje da AG poboljšava antioksidativni status i 

slabi peroksidaciju lipida u mozgu pacova izloženih hroničnom stresu (Akpinar i sar., 2007). 

Druga studija pokazuje da AG može da smanji oksidativna oštećenja proteina (Brodiak i sar., 

1999). 

Abraham i sar. (2009a) su ispitivali efekat AG kod pacova kojima je cisplatinom izazvan 

hemoragijski cistitis i dobili su rezultate koji su pokazali da preventivna aplikacija AG 

sprečava cisplatinom indukovani nitrozativni stres, oksidativni stres i hemoragijski cistitis kod 
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pacova. Još dve studije su ukazale na slične rezultate (Abraham i sar., 2009b; Korkmaz i sar., 

2005). 

Kliničke studije su pokazale da AG ima vrlo nizak nivo toksičnosti i bezbedan je za upotrebu 

u dozama od 150-300 mg/24h. U studijama obavljenim na ljudima, primena AG pokazala je i 

neke nuspojave u smislu pojave mučnina i glavobolja (Bolton i sar., 2004). Rezultati našeg 

istraživanja ukazuju da AG štiti od cisplatinom-indukovanog oksidativnog stresa i samim tim 

smanjuje oštećenje bubrega. Prema tome, naši rezultati ukazuju na mogućnost primene AG u 

kliničkoj praksi kao adjuvantne terapije kod primene lekova kao što je cisplatin, što bi znatno 

poboljšalo terapeutski indeks cisplatina. Konkretno, kosuplementacija AG i cisplatina se 

može primenjivati u kliničkoj praksi sa ciljem povećanja doze cisplatina kod pacijenata 

kojima je to neophodno i kako bi se sprečio nastanak nefrotoksičnosti.
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7. ZAKLJUČCI 

Analizom dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeći zaključci: 

- Primena cisplatina kod pacova u CIS grupi u jednokratnoj dozi od 8 mg/kg indukovala je 

nastanak akutne bubrežne insuficijencije. Povećani nivoi ureje i kreatinina, kao i smanjeni

nivoi natrijuma i kalijuma u krvi pacova CIS grupe ukazali su na oštećenu funkciju tubula, 

naročito poremećenu reapsorpciju i sekreciju na nivou proksimalnih tubula. Rezultati 

biohemijske analize krvi bili su u korelaciji sa morfološkim promenama. 

- Patohistološka analiza isečaka tkiva bubrega pacova koji su tretirani cisplatinom pokazala je 

najveća oštećenja na nivou proksimalnih tubula, glomerula i glomerularne bazalne membrane. 

Na proksimalnim tubulima nađena je izmenjena organizacija epitela sa različitim stepenom 

degeneracije, cistična dilatacija lumena, kao i veliki broj vakuola u citoplazmi tubulocita.

Nađeno je prisustvo apoptoze određenih tubulocita i peritubularna infiltracija leukocita. 

Distalni tubuli su bili uglavnom očuvani. Glomeruli su bili uvećani, a glomerularna bazalna 

membrana zadebljana. 

- Na osnovu naših rezultata možemo zaključiti da je oksidativni stres uključen u mehanizam 

nefrotoksičnosti izazvane cisplatinom što se ogleda kroz porast nivoa lipidne peroksidacije i 

oksidativne modifikacije proteina, kao i smanjenje aktivnosti antioksidativnog enzima 

katalaze kod pacova koji su tretirani samo cisplatinom.

- Morfometrijska analiza tubula pokazala je da je površina epitela proksimalnih tubula 

značajno veća, a nukleocitplazmatski odnos manji kod pacova koji su dobijali samo cisplatin 

u odnosu na ostale eksperimentalne grupe pacova.

- Morfometrijska analiza glomerula je pokazala da su površina, perimetar i Feretov dijametar 

glomerula značajno veći kod pacova koji su dobijali cisplatin što potvrđuje i patohistološki 

nalaz. Celularnost glomerula u istoj grupi pacova bila je značajno smanjena što je ukazalo na

nastanak apoptoze. 

- Debljina glomerularne bazalne membrane bila je značajno veća kod pacova tretiranih samo 

cisplatinom. Ovakvo zadebljanje glomerularne bazalne membrane objašnjava smanjenje 

glomerularne filtracije i koeficijenta ultrafiltrcije kod akutne bubrežne insuficijencije izazvane 

cisplatinom.

- Primena kvercetina i aminogvanidina je značajno ublažila funkcionalne i morfološke 

promene izazvane cisplatinom. Nivoi kreatinina i ureje u serumu su bili značajno smanjeni, 
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dok su koncentracije natrijuma i kalijuma bile značajno veće kod grupa životinja koje su 

istovremeno tretirane kvercetinom i cisplatinom, kao i kod životinja tretiranih 

aminogvanidinom i cisplatinom u odnosu na pacove koji su tretirani samo cisplatinom.

- Strukturne promene i oštećenja nastala u tkivu bubrega primenom cisplatina, značajno su 

ublažena i gotovo potpuno redukovana kod pacova koji su istovremeno tretirani cisplatinom i 

kvercetinom (CISQ), kao i kod grupe pacova istovremeno tretiranih cisplatinom i AG 

(CISAG), što je potvrdila i naša patohistološka analiza isečaka tkiva bubrega kod navedenih 

grupa životinja. 

- Takođe, možemo zaključiti da kvercetin i aminogvanidin imaju antioksidativno dejstvo i na 

taj način deluju protektivno, na šta ukazuju smanjene vrednosti AOPP-a i MDA, kao i 

povećane vrednosti katalaze u CISQ i CISAG grupama pacova u odnosu na vrednosti ovih 

parametara nađene kod CIS grupe pacova.

- Morfometrijska analiza tubula i glomerula je takođe ukazala na protektivno dejstvo 

kvercetina i aminogvanidina. Površina epitela proksimalnih tubula bila je značajno manja, a 

nukleocitoplazmatski odnos veći kod pacova iz CISQ i CISAG grupe u odnosu na CIS grupu

pacova. Površina, perimetar i Feretov dijametar glomerula bili su značajno smanjeni kod 

pacova koji su istovremeno dobijali kvercetin i cisplatin, tj. aminogvanidin i cisplatin u 

poređenju sa istim parametrima izmerenim kod životinja koje su primale samo cisplatin. 

Celularnost glomerula u CISQ i CISAG grupi pacova bila je značajno veća u odnosu na CIS 

grupu životinja. 

- Debljina glomerularne bazalne membrane bila je značajno manja kod pacova koji su pored 

cisplatina dobijali i kvercetin, kao i kod pacova koji su istovremeno tretirani cisplatinom i 

aminogvanidinom u odnosu na pacove koji su dobijali samo cisplatin. 

- Iz svega napred navedenog, na kraju možemo zaključiti da primena kvercetina i 

aminogvanidina kod pacova sa akutnom bubrežnom slabošću izazvanom cisplatinom deluje 

protektivno i umanjuje stepen morfoloških i funkcionalnih promena u bubregu nastalih 

delovanjem cisplatina. 
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