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Parametri oksidativnog stresa u
svetloæelijskom karcinomu bubrega

Nastanak svetloæelijskog karcinoma bubrega povezan je sa spoljašnjim fak-
torima, kao što su pušenje, gojaznost, izlo�enost razlièitim agensima iz
okoline poput kadmijuma, azbesta i slièno. Ovakvi faktori utièu na na-
rušavanje ravnote�e u æelijama, odnosno mogu dovesti do pojave oksida-
tivnog stresa. Stanje narušene ravnote�e mo�e indukovati nagomilavanje
mutacija u mitohondrijskoj i jedarnoj DNK i na taj naèin uticati na pro-
gresiju tumora i stvaranje metastaza, kao i rezistenciju na hemioterapiju.
Cilj ovog rada je komparativna analiza parametara oksidativnog stresa u
uzorcima zdravog i tumorskog tkiva bubrega pacijenata obolelih od svetlo-
æelijskog karcinoma bubre�nih æelija. Analize su vršene na homogenizova-
nim uzorcima tkiva bubrega 10 pacijenata. Odreðivana je aktivnost enzima
koji su pokazatelji primarne antioksidativne zaštite: superoksid-dizmutaze
(SOD), katalaze (CAT) i hem-peroksidaze (hem-POD), enzima sekundarne
antioksidativne zaštite, glutation S-transferaze (GST) i koncentracija ma-
londialdehida (MDA), kao pokazatelja stepena lipidne peroksidacije u
zdravom i tumorskom tkivu. Sve analize vršene su spektrofotometrijski. Po-
kazano je da je koncentracija MDA poveæana u tumorskom tkivu i da kon-
centracija raste sa gradusom tumora. Aktivnost enzima SOD je poveæana u
tumorskom tkivu, što zajedno ukazuje na poveæano stvaranje slobodnih
radikala u tumorskim æelijama. Pokazano je da su aktivnosti enzima CAT, i
GST ni�e u tumorskom u odnosu na zdravo tkivo bubrega, što pokazuje da
je antioksidativna sposobnost tumorskih æelija smanjena. Povišena kolièina
slobodnih radikala i smanjena antioksidativna sposobnost tumorskog u
poreðenju sa zdravim tkivom pacijenata, ukazuju da se tumorsko tkivo
nalazi pod dugotrajnim oksidativnim stresom koji mo�e biti jedan od zna-
èajnih faktora pri nastanku i razvoju svetloæelijskog karcinoma bubrega.

Uvod
Uloga bubrega u eliminaciji štetnih produkata metabolizma svrstava

ih, pored jetre, u organe sa najveæim rizikom da budu izlo�eni potencijalnim
karcinogenima. Karcinom bubrega predstavlja heterogenu grupu oboljenja
nastalih kao posledica poremeæenog æelijskog rasta epitelnog tkiva bub-
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rega. Preko 90% svih maligniteta bubrega koji se javljaju kod odraslih u
oba pola, pripada karcinomu bubre�nih æelija (eng. Renal cell carcinoma,
RCC; Eble et al. 2004). Razlièiti oblici RCC-a su identifikovani i klasifiko-
vani na osnovu histoloških karakteristika, lokacije i patofizioloških oso-
bina, gde se kao dominantan oblik ove bolesti javlja svetloæelijski ili
konvencionalni karcinom bubre�nih æelija (eng. Clear cell RCC, CCRCC),
koji je identifikovan u 75% sluèajeva (Dutcher 2013). Uticaj naslednih fa-
ktora je mali i iznosi svega 2-3% (Coleman et al. 2008), što potvrðuje da je
ovo oboljenje povezano pre svega sa uticajem spoljašnjih faktora na
organizam, kao i sa samom ulogom bubrega zbog koje je epitel bubre�nih
kanaliæa izlo�en poveæanoj koncentraciji karcinogena prisutnih u telu.
Va�na odlika ovog oboljenja je odsustvo znaèajnijih simptoma, tako da je u
momentu otkrivanja bolest èesto veæ uznapredovala. Zbog toga se
preporuèuje uvoðenje redovnih kontrola za osobe sa poveæanim rizikom za
nastanak karcinoma bubre�nih æelija.

Oksidativni stres predstavlja stanje organizma u kom je narušena rav-
note�a izmeðu stvaranja slobodnih radikala (prooksidanasa) i njihovog
neutralisanja od strane sistema antioksidativne zaštite organizma. Oksi-
dativni stres je jedan od faktora koji utièu na nastanak velikog broja akutnih
i hroniènih bolesti, ukljuèujuæi i maligne (Sen 2001). Štetno delovanje
slobodnih radikala se zasniva na interakciji ovih izuzetno reaktivnih he-
mijskih vrsta sa susednim stabilnim molekulom, pri èemu zapoèinje lan-
èana reakcija koja dovodi do biohemijskih, strukturnih i funkcionalnih
promena biomolekula (Rimbach et al. 1999). Prekomerno stvaranje slo-
bodnih radikala u organizmu dovodi do poveæane aktivnosti antioksi-
dativnih mehanizama odbrane, kako bi se organizam zaštitio od štetnog
dejstva i nekontrolisanog stvaranja reaktivnih kiseoniènih vrsta u metabo-
lièkim procesima.

Superoksidni anjon radikal (O2–) je jedna od reaktivnih vrsta kiseonika
èiji se fiziološki nivo odr�ava aktivnošæu enzima superoksid dizmutaze
(SOD), koja ga prevodi u vodonik-peroksid. Neutralizaciju vodonik-pero-
ksida u æeliji vrše katalaza (CAT) i enzimi iz familije peroksidaza, poput
glutation- i hem-peroksidaze (GSH-Px i hem-POD). Glutation S-transfe-
raze (GST) predstavljaju veliku grupu enzima, koji pripadaju drugoj liniji
antioksidativne odbrane i imaju ulogu u konjugaciji ksenobiotika sa
glutationom (GSH). Ovi mehanizmi odbrane u stanju oksidativnog stresa
nisu dovoljno efikasni, što mo�e dovesti do narušavanja membranskih
struktura, enzimske aktivnosti, signalne transdukcije i æelijske adhezije. U
prilog tome govori i veliki broj istra�ivanja u kojima je ispitivana i potvr-
ðena uloga reaktivnih kiseoniènih vrsta u procesima karcinogeneze,
mutacija i transformacija æelije (Cooke et al. 2003; Balasubramaniyan et al.
1994; Chung-man et al. 2001). Malondialdehid (MDA), nusproizvod
oksidativnog ošteæenja lipida, jedan je od molekula koji mogu reagovati sa
nukleinskim kiselinama, stvarajuæi pri tome štetne MDA-DNK adukte koji
indukuju mutacije u onkogenima i tumor-supresor genima, takoðe do-
prinoseæi karcinogenezi (Stone et al. 1990). Ovaj prooksidans predstavlja
jedan od najèešæe korišæenih biomarkera nivoa oksidativnog stresa.
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Uzimajuæi u obzir uticaj oksidativnog stresa na ošteæenje æelija i tkiva,
kao i na sam proces karcinogeneze, ovaj rad je za cilj imao komparativnu
analizu parametara oksidativnog stresa u zdravom i tumorskom tkivu
bubrega pacijenata obolelih od svetloæelijskog karcinoma bubre�nih æelija.

Definisani su sledeæi pojedinaèni ciljevi:
1. Odreðivanje koncentracije malondialdehida u uzorcima tumorskog

i zdravog tkiva;
2. Odreðivanje aktivnosti antioksidativnih enzima SOD, CAT, hem-

-POD i GST u uzorcima tumorskog i zdravog tkiva;
3. Uporeðivanje dobijenih parametara u zdravom i tumorskom tkivu.

Materijal i metode

Pacijenti i uzorci. Uzorci koji su korišæeni u istra�ivanju predstavljaju
delove tkiva bubrega pacijenata obolelih od svetloæelijskog karcinoma
bubre�nih æelija, koji su leèeni na Klinici za urologiju Klinièkog centra
Srbije. Uzorci tkiva bubrega dobijeni su radikalnom nefrektomijom, u
skladu sa propisanim procedurama medicinske prakse. Histopatološkom
analizom utvrðeno je da tumorsko tkivo pacijenata po tipu pripada
svetloæelijskom karcinomu bubre�nih æelija, I, II, III ili IV gradusa po
Fuhrmanovom sistemu (Fuhrman et al. 1982). Uzorci zdravog tkiva, koji
predstavljaju kontrolu, uzeti su sa udaljenog dela istog organa. Kompletna
obrada i priprema za skladištenje uzoraka vršena je u Laboratoriji za
molekularnu biologiju i endokrinologiju Instituta za nuklearne nauke
„Vinèa” u Beogradu, u skladu sa pravilima i dozvolama Etièkog komiteta.

Uzorci su grupisani u deset parova tumorskog i zdravog tkiva, od kojih
svaki par predstavlja uzorke tkiva jednog pacijenta. Za svakog pacijenta,
poznati su pol, starost i gradus tumora. Istra�ivanje je obuhvatilo 7 pacije-
nata muškog i 3 pacijenta �enskog pola.

Homogenizacija tkiva bubrega. Tkivo je isprano u fiziološkom ras-
tvoru, a potom je 100 mg tkiva homogenizovano u 800 μL fosfatnog pufera
(0.05 M KH2PO4, 1 mM EDTA, pH 7.4). Dobijeni homogenati tkiva
ostavljeni su na –80°C tokom 20 h kako bi membranske strukture æelija
popucale i æelijski sadr�aj bio osloboðen u teèni deo homogenata. Nakon
toga je odvojeno 2 puta po 100 μL homogenata za odreðivanje koncen-
tracije MDA, dok je ostatak homogenata bio centrifugiran na 8600 g 15
minuta na temperaturi od 4°C. Dobijeni supernatant je alikvotiran i korišæen
za dalje analize.

Odreðivanje koncentracije proteina. Odreðivanje ukupne kon-
centracije proteina, radi izraèunavanja specifiène aktivnosti enzima, vršeno
je metodom po Bradfordu (Bradford 1976), na talasnoj du�ini od 595 nm.

Odreðivanje koncentracije MDA. Reagensi koji su bili korišæeni za
odreðivanje koncentracije MDA su: 2.44 M trihlorsiræetna kiselina (TCA) i
55 mM tiobarbiturna kiselina (TBA), rastvorena u 0.1 M rastvoru NaOH.
Pre dodavanja reagenasa svi homogenati su inkubirani tokom 10 minuta na
37°C. Reakcionu smešu je èinilo 100 μl homogenata tkiva, 400 μL
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fosfatnog pufera (pH = 7.4), 125 μL rastvora TCA i 125 μL rastvora TBA.
Nakon dodavanja reagenasa, smeša je inkubirana na 100°C tokom 10
minuta. Tube su ohlaðene pod mlazom vode i potom centrifugirane na 3000
rpm 10 minuta. Na visokoj temperaturi u kiseloj sredini MDA uèestvuje u
reakciji nukleofilne adicije sa TBA, pri èemu nastaje konjugat crvene boje,
koji ima maksimum apsorpcije na talasnoj du�ini od 532 nm (Bojaniæ et al.
2010). Kao slepa proba je korišæen fosfatni pufer. Apsorbanca konjugata je
oèitavana na talasnoj du�ini od 540 nm. Koncentracija je raèunata po
sledeæoj formuli:

C
A V

V
RMDA

sr T

P

�

�

gde je: Asr – srednja vrednost apsorbance, � – molarni apsorpcioni koe-
ficijent koji za MDA-TBA konjugat iznosi 0.156 nM–1cm–1, VT – ukupna
zapremina reakcione smeše, VP – zapremina uzorka i R – razbla�enje ho-
mogenata. Koncentracija MDA izra�ena je u nmol/g tkiva.

Odreðivanje enzimske aktivnosti. Enzimska aktivnost SOD, CAT,
hem-POD i GST odreðivana je spektrofotometrijski, na osnovu promene
apsorbance supstrata ili nastalog proizvoda na karakteristiènim talasnim
du�inama tokom 3 minuta, uz oèitavanje vrednosti na svakih 30 sekundi. Za
odreðivanje aktivnosti enzima korišæena je srednja vrednost promena
apsorbance u toku jednog minuta. Specifièna aktivnost E izra�ena je kao
broj jedinica enzimske aktivnosti po miligramu proteina (U/mg), a
sraèunavana po univerzalnoj formuli:

E
A V

V
� �

sr T

P�

gde je: Asr – srednja vrednost promene apsorbance, � – molarni apsorpcioni
koeficijent, VT – ukupna zapremina reakcione smeše, VP – zapremina
uzorka.

Odreðivanje aktivnosti SOD. Reakciona smeša za odreðivanje ak-
tivnosti enzima SOD sastojala se od 270 μL 50 mM pufera TRIS-HCl, pH =
8.2, 10 μL supernatanta homogenata tkiva i 20 μL 0.4 mM pirogalola
rastvorenog u 0.01 M HCl. Pirogalol, koji je u ovom eseju predstavljao
supstrat za enzim SOD, dodavan je neposredno pre merenja. Autooksidaci-
ja pirogalola praæena je na talasnoj du�ini od 405 nm (Marklund i Marklund
1974). Molarni apsorpcioni koeficijent za SOD iznosi 0.5 mM–1cm–1.

Odreðivanje aktivnosti CAT. Aktivnost katalaze u homogenatima
tkiva odreðivana je po metodi Beutlera iz 1984. godine. Reagensi korišæeni
za odreðivanje aktivnosti CAT su 10 mM H2O2 i 1M Tris-HCl sa 5 mM
EDTA, pH 8. Reakciona smeša sadr�ala je 225 μL rastvora H2O2, 7.5 μL
destilovane vode, 12.5 μL pufera i 5 μL uzorka. Vodonik peroksid
predstavljao je supstrat za katalazu, pa je dodavan neposredno pre merenja
apsorbance. Promena apsorbance praæena je na talasnoj du�ini od 230 nm,
pri temperaturi od 37°C. Molarni apsorpcioni koeficijent za CAT iznosi
0.071 mM–1cm–1.
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Odreðivanje aktivnosti hem-POD. Aktivnost enzima hem-POD u
uzorcima homogenata tkiva bila je odreðivana po metodi Shindlera i
saradnika iz 1976. godine. Korišæeni su 1 mM rastvor ABTS-a (2,2’-azino-
-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) 0.05 mM rastvor H2O2 i
fosfatni pufer pH 7.4. Reakciona smeša sadr�ala je 10 μL rastvora ABTS-a,
10 μL rastvora H2O2, 70 μL fosfatnog pufera i 20 μL supernatanta homo-
genata tkiva. Rastvor vodonik peroksida, koji je supstrat hem-POD,
dodavan je u smešu neposredno pre merenja apsorbance. Promena apsor-
bance praæena je na talasnoj du�ini od 405 nm. Molarni apsorpcioni koefi-
cijent za hem-POD iznosi 31.1 M–1cm–1.

Odreðivanje akivnosti GST. Aktivnost enzima GST odreðivana je
prema metodi Habiga i saradnika iz 1974. godine. Korišæeni su 1 M fosfatni
pufer pH 6.5, 1 mM rastvor redukovanog glutationa i 1 mM rastvor
CDNB-a (1-hloro-2,4-dinitrobenzen), rastvoren u 96% etanolu. Reakciona
smeša je sadr�ala 820 μL fosfatnog pufera, 30 μL rastvora redukovanog
glutationa, 30 μL rastvora CDNB-a i 40 μL supernatanta homogenata tkiva
bubrega. Esej se zasniva na sposobnosti enzima GST da stvori konjugat
GSH-CDNB. Promena apsorbance praæena je na talasnoj du�ini od 340 nm.
Molarni apsorpcioni koeficijent za GST iznosi 9.6 M–1cm–1.

Rezultati i diskusija

Koncentracija lipidnih peroksida. Koncentracija MDA, kao pokaza-
telja lipidne peroksidacije, poveæana je u tumorskom u odnosu na zdravo
tkivo (slika 1), meðutim na našem uzorku nije dobijena statistièka zna-
èajnost. Povišena koncentracija MDA, kao parametra lipidne peroksidacije,
zabele�ena je u ranijim istra�ivanjima RCC (Aldemir et al. 2015; Gane-
samoni et al. 2012) i to posebno CCRCC.

Povišen nivo lipidne peroksidacije mo�e izazvati apoptozu prekarci-
nomskih i karcinomskih æelija i na taj naèin spreèiti dalje širenje karcinoma
(Salganik 2001). Meðutim, ova tvrdnja va�i iskljuèivo za vrlo aktivna proli-
ferativna tkiva (kostna sr�, limfa, ko�a), dok kod tkiva bubrega i jetre dolazi
do smrti ili ošteæenja neizmenjenih æelija, što mo�e dovesti do stvaranja
tumora kroz DNK ošteæenja i mutacije, taènije aktivaciju proto-onkogena i
inaktivaciju tumor-supresornih gena. Posebno je pokazano da apoptoza,
indukovana lipidnom peroksidacijom, mo�e dovesti do inaktivacije tu-
mor-supresornog gena VHL (Von Hippel Lindau), èija je disfunkcija inaèe
zabele�ena kod velikog broja obolelih od svetloæelijskog RCC (Gago-Do-
minguez i Castelao 2006).

Nasluæuje se i trend poveæanja koncentracije MDA sa poveæanjem
gradusa tumora (slika 2), što je u skladu sa podacima iz literature (Gane-
samoni et al. 2012). Meðutim, kako je istra�ivanje obuhvatilo samo po
jednog pacijenta sa III i IV gradusom tumora, potrebno je ovaj rezultat
proveriti u proširenoj studiji. Poveæanje koncentracije MDA, koje korelira
sa gradusom tumora, ukazuje na ulogu oksidativnog stresa u progresiji
bolesti.
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Takoðe, uoèena je nešto ni�a produkcija lipidnih peroksida kod pacije-
nata �enskog pola. Manja koncentracija MDA kod obolelih �enskog pola,
mo�e se objasniti poznatim inhibitornim dejstvom estrogena na lipidnu
peroksidaciju (Yagi 1997).

Aktivnost superoksid-dizmutaze. Zabele�ena je poveæana aktivnost
superoksid-dizmutaze u tumorskom tkivu u odnosu na zdravo tkivo (slika
3). Povišena aktivnost SOD zabele�ena je i u prethodnim istra�ivanjima
RCC (Ganesamoni et al. 2012; Shi et al. 2004), karcinoma dojke (Giba-
nanada et al. 2000; Portakal et al. 2000) i kolorektalnog karcinoma
(Skrzydlewska et al. 2005). Skrzydlewska sa saradnicima, u svom istra�i-
vanju iz 2005. godine navodi da pojaèana aktivnost SOD dovodi do
stvaranja veæe kolièine vodonik-peroksida iz superoksidnog anjona, koji
kasnije dovodi do izmena u æelijskoj proliferaciji i apoptozi. Takoðe, u
istra�ivanju Strassburgera i saradnika iz 1995. pokazano je da je aktivnost
NF�B, regulatora ekspresije gena koji preko inhibicije apoptoze pospešuje
pre�ivljavanje æelije, povišena u æelijama koje prekomerno eksprimiraju
SOD.
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Slika 1. Koncentracija MDA u
tumorskom i zdravom tkivu. Na
grafiku su prikazane srednja
vrednost (n = 10), standardna
greška i 95% intervala poverenja.

Figure 1. MDA concentration in
tumor (left) and normal (right)
tissue sample. Graph shows mean
(n = 10), standard error and 95%
of confidence interval.

Slika 2. Koncentracija MDA u
tumorskom tkivu razlièitih
gradusa

Figure 2. MDA concentration in
tumor tissue samples of different
grade



U istra�ivanju Bizea i saradnika iz 1980. godine utvrðeno je da ma-
ligno izmenjene æelije u veæoj meri produkuju superoksidni anjon, èime se
objašnjava povišena aktivnost ovog enzima u uzorcima tumorskog tkiva.

Aktivnost enzima SOD i GST dovodi se u direktnu vezu sa otpornošæu
tumorskih æelija na hemio- i radioterapiju. Naime, u radu Hirose i saradnika
iz 1993. navodi se da su æelije humanog melanoma koje u veæoj meri pro-
dukuju MnSOD, otporne na testirane hemioterapijske agense.

Aktivnost katalaze. Aktivnost katalaze (slika 4) u homogenatima
tumorskog tkiva pacijenata je znaèajno sni�ena (p = 0.006) u odnosu na
zdravo tkivo bubrega.

Smanjena aktivnost CAT u tumorskom tkivu u skladu je sa prethod-
nim istra�ivanjima RCC-a (Yang et al. 1987; Ganesamoni et al. 2012). Iako
je kod nekih vrsta hepatocelularnih karcinoma zabele�en porast aktivnosti
CAT, kod veæine kako malignih, tako i benignih oboljenja dolazi do
znaèajnog smanjenja aktivnosti CAT (Oberley i Oberley 1997; Klaunig et
al. 2010).

Ranijim istra�ivanjima utvrðen je nedostatak peroksizoma u svim tipo-
vima karcinoma bubrega (Frederiks et al. 2010), hepatocelularnih karci-
noma (Litwin et al. 1999), karcinoma debelog creva (Baur i Wendel 1980;
Lauer et al. 1999) i karcinoma dojke (Keller et al. 1993). Kako je katalaza
enzim koji je uglavnom lokalizovan u peroksizomima jetre i bubrega
(Chance et al. 1979), nedostatak ovih æelijskih organela mo�e biti direktno
povezan sa smanjenjem aktivnosti katalaze u tumorskom tkivu, zabe-
le�enim u ovom radu.

Nagomilavanje vodonik-peroksida, indukovano smanjenom aktiv-
nošæu CAT u tumorskim æelijama, mo�e izazvati ošteæenje DNK ili æelijsku
smrt (Ganesamoni et al. 2012). Takoðe, u istra�ivanju Matobe i saradnika iz
2003. godine navodi se da vodonik-peroksid ima va�nu ulogu u vazodila-
taciji, koja mo�e pospešiti angiogenezu i na taj naèin dovesti do ekspanzije
tumora (Fang et al. 2009). Smanjena aktivnost CAT i poveæana aktivnost
SOD u tumorskom tkivu, mogu poveæati uèestalost mutacija i dovesti do
neoplastiènih transformacija (Gago-Dominguez i Castelao 2006).
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Slika 3. Aktivnost SOD u
tumorskom i zdravom tkivu. Na
grafiku su prikazane srednja
vrednost (n = 10), standardna
greška i 95% intervala poverenja.

Figure 3. Specific activity of SOD
in tumor (left) and normal (right)
tissue sample. Graph shows mean
(n = 10), standard error and 95%
of confidence interval.



Aktivnost hem-peroksidaze. Ovim istra�ivanjem dobijeno je zane-
marljivo malo poveæanje aktivnosti hemperoksidaze (slika 5). Rezultati
ranijih istra�ivanja nisu usaglašeni po pitanju aktivnosti ovog enzima kod
razlièitih tumora. Utvrðeno je smanjenje aktivnosti hem-peroksidaze kod
RCC (Oberley i Oberley 1997; Ganesamoni et al. 2012) i karcinoma dojke
(Gilabert et al. 1986). Meðutim, dostupni su i podaci o poveæanoj aktivnosti
ovog enzima u tumorskom tkivu (Bogdanoviæ et al. 2008; Pra�iæ et al.
2000). Uzevši u obzir da hem-peroksidaza deli supstrat sa glutation pero-
ksidazom, potrebno je narednim istra�ivanjima uporediti aktivnosti ova dva
enzima, kod veæeg broja ispitanika.

Aktivnost glutation S-transferaze. Aktivnost GST (slika 6) u homo-
genatima tumorskog tkiva pacijenata je znaèajno sni�ena (p = 0.01) u
odnosu na zdravo tkivo bubrega.

U tumorskom tkivu pacijenata zabele�ena je znaèajno sni�ena aktiv-
nost GST u odnosu na zdravo tkivo bubrega istih osoba, što je u skladu sa
prethodnim istra�ivanjima RCC (Muse et al. 1994; Simiæ et al. 2003,
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Slika 4. Aktivnost CAT u
tumorskom i zdravom tkivu. Na
grafiku su prikazane srednja
vrednost (n = 10), standardna
greška i 95% intervala poverenja.
Statistièki je znaèajno poveæanje
aktivnosti ovog enzima u
tumorskom u odnosu na
netumorsko tkivo (p = 0.006,
zavisni t-test).

Figure 4. Specific activity of CAT
in tumor (left) and normal (right)
tissue sample. Graph shows mean
(n = 10), standard error and 95%
of confidence interval.

Slika 5. Aktivnost hem-POD u
tumorskom i zdravom tkivu. Na
grafiku su prikazane srednja
vrednost (n = 10), standardna
greška i 95% intervala poverenja.

Figure 5. Specific activity of
hem-POD in tumor (left) and
normal (right) tissue sample.
Graph shows mean (n = 10),
standard error and 95% of
confidence interval.



2009), karcinoma pluæa (Coursin et al. 1996) i kolorektalnog karcinoma
(Seow et al. 2002).

Za razliku od zdravog tkiva, gde GST ima ulogu da spreèi razvoj
karcinoma, u tumorskom tkivu GST mo�e dovesti do proliferacije i migra-
cija maligno izmenjenih æelija, uèestvujuæi u inaktivaciji hemioterapijskih
lekova (Hayes i Strange 1995). Smatra se da su tumori sa niskom stopom
aktivnosti antioksidativnih enzima, ukljuèujuæi i GST, osetljivi na hemio- i
radioterapiju (Carmichael et al. 1988; Koberda i Hellman 1991). Meðutim,
CCRCC predstavlja jedan od najrezistentnijih tumora na dejstvo hemio-
terapeutika, iako pokazuje nisku aktivnost GST (Medeiros et al. 1988).
Stoga se mo�e pretpostaviti da se kod ovog tumora, kao i kod adenokar-
cinoma pluæa koji pokazuje iste karakteristike enzimske aktivnosti, razvija
neki drugi mehanizam rezistencije (Coursin et al. 1996).

Zakljuèak
Povišena kolièina slobodnih radikala i smanjena antioksidativna

sposobnost tumorskog u poreðenju sa zdravim tkivom pacijenata, ukazuju
da se tumorsko tkivo nalazi pod dugotrajnim oksidativnim stresom koji
mo�e biti jedan od bitnih faktora pri nastanku i razvoju svetloæelijskog
karcinoma bubrega.

Rezultati ovog rada upuæuju da odreðivanje parametara oksidativnog
stresa mo�e imati va�nu ulogu u dijagnostikovanju i leèenju svetloæelijskog
karcinoma bubre�nih æelija. Navedeni parametri su usko povezani sa
gradusom ovog karcinoma, što ukazuje na to da bi se otkrivanjem u ranim
fazama oboljenja i bogaæenjem antioksidativne odbrane (korekcijom
ishrane, prestankom pušenja, farmaceutskim preparatima) mogao spreèiti
razvoj i umanjiti posledice oboljenja (Pra�iæ et al. 2000). Parametri oksida-
tivnog stresa bi, uz dalja istra�ivanja, potencijalno mogli poslu�iti i kao
biomarkeri, što bi imalo direktnu primenu prilikom optimizacije leèenja,
kao i odreðivanja terapeutske efikasnosti i antioksidativnog potencijala
primenjene terapije. Poveæanjem broja uzoraka, kao i demografske
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Slika 6. Aktivnost GST u
tumorskom i zdravom tkivu. Na
grafiku su prikazane srednja
vrednost (n = 10), standardna
greška i 95% intervala poverenja.
Statistièki je znaèajno poveæanje
aktivnosti ovog enzima u
tumorskom u odnosu na
netumorsko tkivo (p = 0.01,
zavisni t-test).

Figure 6. Specific activity of CAT
in tumor (left) and normal (right)
tissue sample. Graph shows mean
(n = 10), standard error and 95%
of confidence interval.



raznolikosti pacijenata (starost, du�ina i tip leèenja, �ivotne navike, gojaz-
nost) u daljim istra�ivanjima, dobijeni rezultati bi mogli biti potvrðeni sa
veæom pouzdanošæu.
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Jelena Ljubièiæ and Milica Mihailoviæ

Parameters of Oxidative Stress in Renal Cell Carcinoma

Oxidative stress caused by ageing, smoking, obesity and high blood
pressure plays an important role in the formation and progress of renal cell
carcinoma. This condition of disrupted equilibrium in the cell can lead to
the accumulation of mutations in mitochondrial and nuclear DNA, and thus
induce the progression of carcinoma and the formation of metastasis, as
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well as the resistance to chemotherapy. The aim of this research was to ana-
lyse the parameters of oxidative stress in the samples of normal and tumor
kidney tissue in patients suffering from renal cell carcinoma. The activities
of enzymes that are the indicators of primary antioxidative protection have
been measured, namely superoxide-dismutase (SOD), catalase (CAT) and
hem-peroxidase (hem-POD), as well as the activity of glutathione S-trans-
ferase (GST), the indicator of secondary antioxidative protection. The
concentration of malondialdehyde (MDA), that shows the level of lipid
peroxidation, has also been measured. It has been shown that the activity of
CAT and GST enzymes is reduced in tumor tissue relative to the normal
kidney tissue, suggesting that the antioxidative ability of tumor cells is sub-
stantially lowered. The increased activity of SOD enzyme and elevated con-
centration of MDA show that the greater amount of free radicals is formed
in tumor tissue. The increase in free radicals production and reduced
antioxidative ability of tumor tissue relative to the normal tissue of the pa-
tients indicate that tumor tissue is in the long-lasting condition of oxidative
stress, possibly a significant contributing factor in renal cell carcinoma
pathogenesis.
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