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Sa`etak
Uvod: Biljke iz roda Aristolochia se koriste u tradicionalnoj medicini kao umiruju}e,
purgativno, antiinflamatorno i antihelmintsko sredstvo. U savremenoj medicini za ove
biljke je dokazano da poseduju izrazito nefrotoksi~no dejstvo i da su jedan od bitnih etio-
lo{kih faktora za nastanak balkanske endemske nefropatije (BEN). Cilj: Cilj ovog rada je
ispitivanje da li biljke roda Aristolochia imaju nefrotoksi~an efekat, procena stepena
o{te}enja bubre`nog parenhima i utvr|ivanje razlike u stepenu o{te}enja kod hroni~ne
primene razli~itih koncentracija infuzuma biljke Aristolochiae clematitis. Materijal i

metode: Kao eksperimentalne `ivotinje kori{}eni su odrasli beli mi{evi soja NMRI oba
pola koji su podeljeni u ~etiri grupe po 15 jedinki: Grupa 1 – koja je dobijala infuzum od
10g/1000ml, Grupa 2 - koja je dobijala infuzum od 20g/1000ml, Grupa 3 - koja je dobijala
infuzum od 40g/1000ml i kontrolna grupa koja je dobijala samo vodu. Pri obdukovanju su
izdvojeni bubrezi svake jedinke koji su adekvatno fiksirani i dehidrirani. Bubre`no tkivo je
kalupljeno u parafinu i se~eno na mikrotomu. Ise~ci su bojeni hematoksilinom i eozinom
(H&E). Stepen o{te}enosti bubre`nog parenhima je procenjen semikvantitativnom
metodom na svetlosnoj mikroskopiji. Student t-test i jednofaktorska analiza varijanse
(ANOVA) su kori{}eni za utvr|ivanje razlike izme|u kontrole i eksperimentalnih grupa.
Rezultati: Karakteristi~ne promene koje se mogu videti u bubre`nom parenhimu predstavl-
jaju difuzni tubulointersticijalni nefritis. U pore|enju stepena o{te}enja bubre`nog parenhi-
ma kontrolne grupe (nk=15, x=0.17, SD=0.38) i pojedina~no svake eksperimentalne grupe

(n1=15, x=1.03, SD=0.18; n2=15, x=1.30, SD=0.65; n3=15, x=3.30, SD=1.18), p<0.001,

utvr|ena je statisti~ka zna~ajnost. Tako|e je utvr|ena statisti~ki zna~ajna razlika kod sve tri
eksperimentalne grupe koje su dobijale razli~ite koncentracije infuzuma (p<0.001).
Zaklju~ak: Infuzum Aristolochiae clematitis deluje nefrotoksi~no i izaziva o{te}enja
bubre`nog parenhima koja su razli~itog stepena. Stepen o{te}enja bubre`nog parenhima se
razlikuje u zavisnosti od primenjene koncentracije infuzuma.
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UVOD

Vu~ja jabuka (Aristolochia clematitis) predstavlja
korovsku biljku koja pripada rodu Aristolochia. Biljke iz
ovog roda su se koristile u srednjevekovnoj medicini u
raznorazne terapeutske svrhe. U pojedinim krajevima Indije
i danas se kod `ivotinja i ljudi u tradicionalnoj medicini

koristi koren biljke Aristolochia indica. Za ovu biljku se
tvrdi da ima adstrigentno, umiruju}e, digestivno, purgativno,
antiinflamatorno i antihelmintsko dejstvo. Prema istra`ivan-
ju u Indiji, utvr|eno je da vodeni rastvor Aristolochia indica
ima uticaj na inhibiciju izleganja jaja i razvoja larvi kod
nematode Haemonchus contortus (1). 

-
- - -



Originalni ~lanci/ Original articles

U savremenoj medicini op{te je poznato da biljke iz roda
Aristolochia imaju toksi~no dejstvo, pre svega na bubre`ni
parenhim. Smatra se da je aristolohi~na kiselina, koja se
nalazi u ovoj biljci, odgovorna za pojavu oboljenja kao {to
su kineska biljna nefropatija i balkanska endemska
nefropatija (BEN) (2).

U periodu 1992-1993. godine u Belgiji je zabele`eno
rapidno progresivno otkazivanje bubrega kod dve mlade
`ene, koje je bilo povezano sa kori{}enjem kineskih ~ajeva
za mr{avljenje (3). Glavna patolo{ka promena koja je uo~ena
na biopsijama bubrega je bila intersticijumska fibroza sa
atrofijom i o{te}enjem tubulskog parenhima. Kasnije je
do{lo do pojave oko 70 slu~ajeva sa sli~nim simptomima i
histopatolo{kim lezijama nakon ~ega je utvr|eno da se u
~aju nalazi koren biljke Aristolochia fangchi koji se sticajem
okolnosti na{ao u biljnoj me{avini (4).  Tako je utvr|eno da
je ova biljka iz roda Aristolochia toksi~na i da se smatra
glavnim faktorom otkazivanja bubre`ne funkcije kod ljudi
izlo`enih kineskim ~ajevima za mr{avljenje.

BEN je hroni~na tubulointersticijalna bolest sa terminal-
nom bubre`nom insuficijencijom koja se javlja u selima koja
se nalaze blizu pritoka reke Dunav u Bosni i Hercegovini,
Bugarskoj, Hrvatskoj, Rumuniji i Srbiji. Etiologija BEN nije
do kraja razja{njena, a mogu}i uzro~nik je koronavirus koji
se prenosi sa svinja i deluje kao spora virusna infekcija (5).
Sli~nosti u morfolo{koj i klini~koj slici BEN i kineske biljne
nefropatije potkrepljuju mogu}nost zajedni~kog etiolo{kog
agensa, toksina iz korovske biljke iz roda Aristolochia. Ova
tvrdnja je dokazana pronalaskom aristolohi~ne kiseline u
bra{nu dobijenom od p{enice kontaminirane semenom biljke
Aristolochia clematitis (6), {to je jo{ davne 1969. godine uo -
~io Ivi} (7) u eksperimentima na ze~evima. Nefrotok si~nost
aristolohi~ne kiseline je potvr|ena u mnogim kasnijim ispi-
tivanjima na eksperimentalnim `ivotinjama.

CILJ RADA

Kako se kod nas fitoterapijom bave osobe bez odgovara-
ju}eg obrazovanja, mogu}nost pogre{ne primene i toksi~nog
efekta biljaka svakako postoji. Cilj ovog rada je ispitivanje
da li biljke roda Aristolochia kod nas imaju nefrotoksi~an
efekat, procena stepena o{te}enja bubre`nog parenhima i
utvr|ivanje razlike u stepenu o{te}enja kod hroni~ne pri -
mene razli~itih koncentracija infuzuma biljke Aristolochia
clematitis prikupljene u regionu Novog Sada kod laboratori-
jskih mi{eva.

MATERIJAL I METODE
Infuzum vu~je jabuke (Aristolochia clematitis)
Biljni materijal, kori{}en u ovom eksperimentu, saku-

pljen je u toku maja meseca 2010. godine na obroncima
Fru{ke gore. Sasu{eni listovi, grane i plodovi biljke
Aristolochia clematitis su potopljeni u klju~alu vodu i
ostavljeni 3-5 sati da stoje a potom su profiltrirani kroz fil-
ter papir. Pravljen je rastvor biljke od 10g/1000ml,
20g/1000ml i 40g/1000ml vode. Ove koncentracije infuzu-
ma su date mi{evima da piju u neograni~enoj koli~ini u peri-
odu od 7 nedelja.

Eksperimentalne `ivotinje
Eksperiment je izveden u Pasterovom zavodu u Novom

Sadu na odraslim laboratorijskim mi{evima soja NMRI oba
pola, pribli`no jednake te`ine i uzrasta (25g). Ukupan broj
tretiranih mi{eva je 60 od ~ega je 30 jedinki `enskog pola a
preostalih 30 mu{kog pola. 

@ivotinje su podeljene u ~etiri grupe po 15 jedinki:
Grupa 1 – koja je dobijala infuzum od 10g/1000ml; Grupa 2
- koja je dobijala infuzum od 20g/1000ml; Grupa 3 - koja je
dobijala infuzum od 40g/1000ml i kontrolna grupa koja je
dobijala samo vodu. U toku eksperimenta {est jedinki je
uginulo, dok su preostale `rtvovane produ`enom etarskom
anestezijom nakon 7 nedelja od po~etka studije. 

Histopatolo{ka tehnika
Sve jedinke su detaljno obdukovane, dok su posebno

odvojeni bubrezi svake jedinke i fiksirani u 10% formalinu.
Tkivo je zatim dehidrirano u 96% etanolu i izopropil alko-
holu, kalupljeno u parafinu i se~eno sa rotacionim mikroto-
mom marke Leica na uzdu`ne ise~ke bubrega debljine 3-
5mm. Ise~ci su bojeni histolo{kom metodom hematoksilin-
eozin (H&E).

Procena stepena o{te}enja bure`nog parenhima
Ukupno 90 bubrega eksperimentalnih `ivotinja je anal-

izirano na svetlosnom mikroskopu Olympus CX21. Kori{ -
}enjem digitalne kamere snimljeno je po 10 nasu mi~nih vid-
nih polja na uve}anju x200 du` ~itavog korteksa bubrega
gde su posmatrane promene. Stepen o{te}enja je utvr|en na
osnovu prisustva limfocitnih i plazmocitnih infiltrata u inter-
sticijumu i na osnovu dilatacije, atrofije i o{te}enja tubul-
skog parenhima. Za procenu o{te}enja kori{}ena je semik-
vantitativna metoda. U programu Image J je metodom bro-
janja ta~aka koje padaju na o{te}eni parenhim utvr|en pro-
cenat zastupljenosti o{te}enja. U zavisnosti od procenta
utvr|ivan je stepen o{te}enja: stepen 0 (bez postojanja pato-
lo{kih promena); stepen 1 (manje od 10% prisutnih prome-
na); stepen 2 (10-25% prisutnih promena); stepen 3 (25-50%
prisutnih promena); stepen 4 (50-75% prisutnih promena);
stepen 5 (75-100% prisutnih promena) (8).

Statisti~ka analiza
Dobijeni rezultati su obra|eni primenom statisti~kog

pro grama IBM SPSS Statistics 20.0. U svakoj grupi rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost (x) ± standardna devi-
jacija (SD). Pore|enje srednjih vrednosti stepena o{te}enja u
svakoj pojedina~noj eksperimentalnoj grupi sa kontrolnom
grupom vr{eno je Student t-testom, dok je procena zna ~aj -
nosti razlika stepena o{te}enja unutar eksperimentalnih gru -
pa vr{ena jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) i
Games-Howell testom za nejednake varijanse. Statisti~ki
zna~ajnim razlikama smatrane su vrednosti p < 0.05.

REZULTATI

Postojanje o{te}enja bubre`nog parenhima je potvr|eno
na osnovu karakteristi~nih histopatolo{kih promena koje se
javljaju kod svake eksperimentalne grupe u vidu difuznog
intersticijalnog nefritisa. Bubre`ni parenhim sadr`i fokalne
nakupine infiltrata limfocita i plazmocita a mestimi~no i
neutrofila u intersticijumu oko proksimalnih i distalnih tubu-
la sa razorenim nefrocitima (slika 1.). Pojedini tubuli su
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pove}anog lumena i istanjenog zida odgovaraju}i hidrone-
frozi. U brojnim tubulima se mogu uo~iti hijalini cilindri
koji ispunjavaju lumen (slika 2.). Zna~ajne histopatolo{ke
promene na glomerulima na nivou svetlosne mikroskopije
nisu uo~ene ni kod kontrole niti kod jedne od eksperimental-
nih grupa.

Semikvantitativnom metodom za odre|ivanje o{te}enja
bubre`nog parenhima izra~unat je stepen o{te}enja bubrega
svake jedinke, a posle i srednja vrednost svake od ispitivanih
grupa. Student t-testom upore|ene su srednje vrednosti kon-
trolne grupe i srednjih vrednosti svake eksperimentalne
grupe pojedina~no koje su prikazane u tabeli 1. 

Utvr|eno je da postoji zna ~ajna razlika izme|u kontrolne
grupe i svake eks perimentalne grupe sa statisti~kom
zna~ajno{}u p<0.05. Jednofaktorskom analizom varijanse
(ANOVA) utvr|ena je statisti~ki zna~ajna razlika kod sve tri
eksperimentalne grupe koje su dobijale razli~ite koncen-
tracije infuzuma (p<0.001). Naknadnim pore|enjima uz
pomo} Games-Howell
testa je ukazano da se
srednja vrednost grupe
3 zna~ajno razlikuje
od srednjih vrednosti
grupa 1 i 2 (p<0.001).
Grupe 1 i 2 se me|u -
sobno zna~ajno ne raz-
likuju (Grafik 1.).

Broj~ana zastupljenost stepena o{te}enja bubre`nog
parenhima varira po grupama, bez zna~ajnije ve}e zastu-
pljenosti bilo koje od njih, s tim da se u grupi 3, koja je dobi-
jala i najve}u koncentraciju infuzuma, nalaze i najte`e pato-
histolo{ke promene stepena 4 i 5 (Grafik 2.). 

Slika 1. Bubreg grupe 3. Fokalni intersticijalni 
leukocitni infiltrat. H&E, x400.

Tabela 1. Srednje vrednosti o{te}enja bubre`nog parenhima kod
kontrolne i tri eksperimentalne grupe

Grafik 1. Srednje vrednosti stepena o{te}enja bubre`nog 
parenhima kod eksperimentalnih grupa

Grafik 2. Distribucija stepena o{te}enja bubre`nog parenhima u zavisnosti od ispitivane grupe

Slika 2. Bubreg grupe 3. Proteinski cilindri u tubulima. 
H&E, x400.

Kontrolna grupa Eksperimentalne grupe

Grupa 1 (10/1000ml) 1.03±0.18*

0.17±0.38 Grupa 2 (20/1000ml) 1.30±0.65*

Grupa 3 (40/1000ml) 3.30±1.18*

*p<0.001
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DISKUSIJA

Na{i rezultati pokazali su doznu zavisnost u stepenu
o{te}enja bubre`nog parenhima kada se pri koncentraciji od
4% infuzuma kod mi{eva razvila patohistolo{ka slika hro -
ni~nog aktivnog intersticijalnog nefritisa za sedam nedelja
trajanja eksperimenta. Biljna vrsta Aristolochia clematitis
pripada rodu Aristolochia i familiji Aristolohiaceae. Danas
je poznato da se u gotovo svim vrstama roda Aristolochia
nalazi aristolohi~na kiselina. Dva najva`nija derivata ove
kiseline su: aristolohi~na kiselina I (AA-I) i aristolohi~na
kiselina II (AA-II). Dva naj~e{}a oboljenja koja se vezuju za
aristolohi~nu kiselinu su balkanska endemska nefropatija
(BEN) i kineska biljna nefropatija. 

Kineska biljna nefropatija je progresivna intersticijalna
fibroza bubrega, koja naj~e{}e dovodi do te{kog oblika
intersticijumske bolesti bubrega kao i kasnijeg potpunog
prestanka bubre`ne funkcije {to je uo~eno kod ljudi koji su
koristili kineske ~ajeve za mr{avljenje (9,10). U na{em eks p -
erimentu je kori{}en infuzum su{ene biljke koji je oralno
davan eksperimentalnim `ivotinjama da bi se uvidela sli~ -
nost sa ljudima koji su koristili biljne ~ajeve za mr{av ljenje
sa ekstraktima ove biljke. Nakon hroni~ne intoksikacije kod
laboratorijskih mi{eva u na{em istra`ivanju je tako|e
utvr|ena nefrotoksi~nost infuzuma Aristolochiae clematitis
sli~na onoj kakva se opisuje kod kineske biljne nefropatije
(11). Pored najzna~ajnijeg nefrotoksi~nog dejstva biljaka iz
roda Aristolochia poznato je i mogu}e kancerogeno dejstvo
u razli~itim tkivima eksperimentalnih `ivotinja. Sprovedena
je samo jedna studija o uticaju aristolohi~ne kiseline na
mi{eve gde je uo~eno postojanje tumora urinarnog sistema i
`eluca (12). U na{em istra`ivanju nije do{lo do javljanja bilo
kakvih tumora, verovatno zbog nedovoljno dugog izlaganja
eksperimentalnih `ivotinja toksinu biljke. Tako|e postoje
zabe le`eni slu~ajevi gde je kod ljudi, sa nefropatijom izaz-
vanom biljkama iz roda Aristolochia, dijagnostikovana poja-
va urotelijalnih tumora (13). Dokazi o kancerogenosti prirod-
nih me{avina aristolohi~nih kiselina jo{ uvek u potpunosti
nisu razja{njeni kao {to je to i slu~aj sa kineskom biljnom
nefro patijom.

BEN se karakteri{e difuznom kortikalnom intersticijum-
skom fibrozom, koja je hipocelularna u ve}ini slu~ajeva, i
tubulskom atrofijom koja opada od spolja{njeg ka unu tra{ -
njem korteksu. Dvadeset ili vi{e godina mo`e da pro|e pre
nego {to do|e do ispoljavanja poreme}aja renalne funkcije.
Spori i podmukao tok ove endemske bolesti mogao bi biti

zbog dugogodi{njeg niskog unosa toksina iz ove biljke (2,8).
Ranije eksperimentalne studije na `ivotinjama, koje upu}uju
na sli~nost BEN sa nefropatijom koja se javlja usled oralne
ili peritonealne administracije aristolohi~ne kiseline,
potvr|uju prisustvo karakteristi~nih histopatolo{kih prome-
na u vidu o{te}enja bubre`nog parenhima i javljanja intersti-
cijalne fibroze (14,15). Prema na{im saznanjima procena o{ -
te }enja bubre`nog parenhima semikvantitativnom metodom
kod intoksikacije eksperimentalnih `ivotinja toksinima iz
biljaka roda Aristolochia jo{ nije zabele`ena u dostupnoj lit-
eraturi, tako da smo na{e istra`ivanje bazirali na osnovu
metoda koje su se koristile na drugim eksperimentalnim
modelima kod kojih se javlja o{te}enje parenhima bubrega.
Kao i kod kineske biljne nefropatije zabele`eni su pojedi-
na~ni slu~ajevi pojave tumora gornjih urinarnih puteva.
Prema istra`ivanju iz 2008. godine BEN i tumori gornjih uri-
narnih puteva koji su povezani sa BEN verovatno imaju iste
ili sli~ne etiolo{ke faktore (16). Postoji veliki broj hipoteza
koje se ti~u etiolo{kih faktora ove bolesti. Me|u njih spada-
ju predisponiraju}i genetski faktori i faktori spolja{nje sre-
dine. U potencijalne faktore spolja{nje sredine spadaju te{ki
metali, minerali (pliocenski lignit), virusi (Corona-virusi),
mikotoksini i toksini biljaka (Aristolochia spp.) (17). Na
osnovu svih ovih hipoteza o etiolo{kim faktorima, smatra se
da BEN ima multifaktorsku etiologiju i zbog toga je jasno
za{to je pro{lo ve} vi{e od 50 godina a da etiologija ovog
oboljenja nije detaljno razja{njena. 

ZAKLJU^AK

Na{e istra`ivanje je nedvosmisleno ukazalo na nefrotok-
si~nost infuzuma Aristolochiae clematitis. Usled hroni~ne
intoksikacije infuzumom dolazi do o{te}enja bubre`nog
parenhima kod laboratorijskih mi{eva i na osnovu karakter-
isti~nih histopatolo{kih promena koje se javljaju kod svake
eksperimentalne grupe mo`e se zaklju~iti da to predstavlja
oblik difuznog intersticijalnog nefritisa sa vidno o{te}enim
tubulskim parenhimom. S obzirom da postoje bitne sta -
tisti~ke razlike izme|u eksperimentalnih grupa i da se
najve}a o{te}enja mogu videti u eksperimentalnoj grupi koja
je dobijala najve}u koncentraciju infuzuma, mo`emo tvrditi
da sa pove}anjem koncentracije infuzuma raste i stepen
o{te}enosti bubre`nog parenhima.
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Abstract

Introduction: Plants of the genus Aristolochia are used in traditional medicine as a sooth-
ing, laxative, anti-inflammatory and antihelminthic remedy. According to modern medi-
cine research, these plants posses strong nephrotoxic effect and they are one of the most
important etiological factors for Balkan endemic nephropathy. Aim: The aim of this work
was to investigate whether the plant of genus Aristolochia have nephrotoxic effects, to
assess renal parenchymal injury (RPI) and to investigate the extent of RPI caused by
chronic intoxication with infusion of  plant Aristolochia clematitis. Material and meth-

ods: Experimental animals that were used in this study were adult white mice of  NMRI
strain, of both sexes. They were divided into four groups of 15 animals: Group 1-which
received infusion of 10g/1000ml, Group 2-which received infusion of 20g/1000ml, Group
3-which received infusion of 40g/1000ml and a control group that received only water.
Postmortem kidneys of each individual were taken and adequately fixed and dehydrated.
Renal tissue was embedded in paraffin and cut on a microtome. Sections were stained with
hematoxylin and eosin (H&E). RPI was assessed with semi-quantitative method. Student
t-test and One-way analysis of variance (ANOVA) were used to determine differences
between control and experimental groups. Results: Characteristic histopathological
changes that can be seen in the renal parenchyma under light microscopy represent diffuse
tubulointerstitial nephritis. There was a significant statistical significance, when compar-
ing  grades of RPI of control group (nk=15, x=0.17, SD=0.38) and RPI of each experimen-

tal group (n1=15, x =1.03, SD=0.18; n2=15, x =1.30, SD=0.65; n3=15, x =3.30, SD=1.18),

p<0.001. Statistically significant difference was also found in all three experimental
groups that received different concentration of  infusion (p <0.001). Conclusion: Infusion
of Aristolochiae clematitis is highly nephrotoxic and causes damage to the renal parenchy-
ma, with different grades. The exent of RPI differs, depending on the concentration of
infusion.
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