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САЖЕТАК 

Комплекси паладијум(II) представљају перспективну групу једињења са значајним 

потенцијалом за развој антитуморске и антимикробне терапије. У оквиру ове докторске 

дисертације синтетисана су четири диалкил естра (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-

ди-(4-хидрокси-бензил)) сирћетне киселине, означена као L1-L4, као и њихови 

одговарајући паладијум(II) комплекси (C1-C4), при чему је извршена њихова структурна 

карактеризација и испитивање биолошких активности. Резултати тестова цитотоксичне 

активности су показали да лиганд L4 показује снажну цитотоксичност према туморским 

ћелијама, док комплекс C4 испољава изражену селективност према неканцерогеним 

ћелијама. Поред тога, лиганд L4 и комплекс C4 су индукoвали апоптозу у ћелијама 

карцинома дебелог црева (HCT116), што је потврђено повећаном експресијом активне 

каспазе-3, смањењем експресије антиапоптотског протеина Bcl-2, као и инхибицијом 

ћелијске пролиферације кроз редукцију експресије Ki-67 и заустављање ћелијског 

циклуса у G0/G1 фази. Антимикробна испитивања показала су селективну и умерену 

активност синтетисаних једињења, при чему је интензитет дејства значајно варирао у 

зависности од врсте микроорганизма и типа једињења, што указује на специфичну 

селективност према одређеним патогенима. Ови резултати сугеришу да паладијум(II) 

комплекси и одговарајући лиганди имају обећавајуће особине у терапији малигних 

обољења. Међутим, даља истраживања су неопходна како би се у потпуности разумели 

механизми њиховог дејства, побољшала терапијска ефикасност и одредила безбедна доза 

пре потенцијалне клиничке примене. 

Кључне речи: комплекси паладијума; диалкил естри; цитотоксична активност; 

колоректални карцином; карцином дојке; антимикробна активност 

  



 

 

 

ABSTRACT 

Palladium(II) complexes represent a promising group of compounds with significant potential 

for the development of antitumor and antimicrobial therapies. In this study, four dialkyl esters 

of (S,S)-propylenediamine-N,N′-di-(2,2′-di-(4-hydroxy-benzyl)) acetic acid, marked as L1-L4, 

and their corresponding palladium(II) complexes (C1-C4) were synthesized, and a detailed 

analysis of their structural properties and biological activities was conducted. The evaluation 

of cytotoxic activity revealed that ligand L4 exhibits strong cytotoxicity toward tumor cells, 

while complex C4 demonstrates marked selectivity toward non-cancerous cells. Furthermore, 

ligand L4 and complex C4 induced apoptosis in HCT116 colorectal cancer cells, as evidenced 

by increased expression of active caspase-3, decreased expression of the anti-apoptotic protein 

Bcl-2, inhibition of cell proliferation through reduced Ki-67 expression, and cell cycle arrest in 

the G0/G1 phase. Antimicrobial testing showed selective and moderate activity of the 

synthesized compounds, with the intensity of action significantly varying depending on the type 

of microorganism and compound, suggesting specific selectivity toward certain pathogens. 

These findings suggest that palladium(II) complexes and their corresponding ligands hold 

promising properties for use in malignancy treatment. However, further research is essential to 

fully understand their mechanisms of action, improve therapeutic efficacy, and assess the safety 

profile before potential clinical application. 

Keywords: palladium(II) complexes; dialkyl esters; cytotoxic activity; colorectal cancer; breast 

cancer; antimicrobial activity 
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1.1. Колоректални карцином 

 

Колоректални карцином представља најчешћи примарни малигни тумор који захвата 

гастроинтестинални тракт. Терминолошки се односи на неоплазме дебелог црева и 

ректума. Због ембриолошких, хистопатолошких и анатомских карактеристика, као и 

специфичне етиопатогенезе, овај тумор се класификује у три групе: карцином 

десностраног колона (проксималног), левостраног колона и ректума (дисталног). Ова 

подела има значајан утицај на приступ лечењу и прогнозу болести (1). 

 

1.1.1. Епидемиологија колоректалног карцинома 

Према извештају Међународне агенције за истраживање карцинома (Globocan) из 2022. 

године забележено је скоро 20 милиона нових случајева обољевања од колоректалног 

карцинома и 9,7 милиона смртних исхода, при чему рак плућа остаје најчешће 

дијагностикован (12,4%) и водећи узрок смртности (18,7%). Карцином колоректума је 

био трећи најчешћи рак у свету са 9,6% нових случајева и други водећи узрок смртности 

са 9,3% смртних исхода. Учесталост карцинома варира од преко 500 случајева на 100.000 

у Аустралији и Новом Зеланду до испод 100 у Западној Африци код мушкараца, док код 

жена варира од преко 400 случајева на 100.000 до око 100 у истим регијама(Фигура 1). 

Предвиђања указују да ће број нових случајева достићи 35 милиона до 2050. године, што 

чини превенцију кључном за смањење будућих дијагноза и побољшање здравља на 

глобалном нивоу (2). Учесталост карцинома колоректума је већа код мушкараца него код 

жена. Млађе жене (узраста 18–44 године) са колоректалним карциномом показују боље 

преживљавање у поређењу са мушкарцима исте старосне групе или са старијим женама 

(преко 50 година), што указује на глобалну разлику у стопама инциденце и 

преживљавања између полова код колоректалног карцинома (3). Колоректални 

карцином је други водећи узрок смртности од рака у Сједињеним Америчким Државама, 

са значајним варијацијама у инциденци и смртности по старосним и етничким групама. 

Док инциденца и смртност опадају код старијих од 65 година, стопе расту код особа 

млађих од 50 година, нарочито међу не-хиспано белцима (4). Према подацима које је 

2021. године објавио Институт за јавно здравље Србије „Др Милан Јовановић Батут,“ 

колоректални карцином је новооткривен код 5174 пацијента, од којих је 2029 жена и 3145 

мушкараца. Овај број представља 12,4% укупног броја новодијагностикованих 

малигнитета у Србији, чиме је колоректални карцином рангиран као други најзначајнији 

узрок обољевања и смртности од рака. Значај овог карцинома у епидемиолошком смислу 

потврђује и његова висока учесталост међу оба пола, при чему је стопа инциденце већа 

код мушкараца. Ови подаци указују на потребу за интензивирањем скрининг програма, 

превентивних мера и побољшања приступа раној дијагнози и терапији, са циљем 

смањења терета који ова болест носи у здравственом систему Србије (5). 
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Фигура 1.  Епидемиологија колоректалног карцинома. Преузето и кориговано у складу 

са: https://www.nature.com/articles/s41575-019-0189-8  

 

1.1.2. Фактори ризика за настанак колоректалног карцинома 

Фактори ризика за развој колоректалног карцинома могу се категорисати на 

непроменљиве и оне подложне превенцији. Непроменљиви фактори укључују: старост 

преко 50 година, пол, расу, личну и породичну анамнезу за полипозу или карцином, 

присуство инфламацијских болести црева (улцерозни колитис, Кронова болест), 

наследне синдроме као што су породична аденоматозна полипоза и наследни 

неполипозни колоректални карцином, као и одређене медицинске интервенције, попут 

зрачења или холецистектомије (6, 7). 

Фактори ризика подложни превенцији обухватају: исхрану, гојазност, физичку 

неактивност, дијабетес и инсулинску резистенцију, пушење цигарета и конзумирање 

алкохола (8). Старење је доминантан ризични фактор, са преко две трећине 

дијагностикованих случајева колоректалног карцинома који се јављају код особа 

старијих од 50 година (9). Значајан фактор ризика за развој колоректалних неоплазми 

представља породична анамнеза колоректалног карцинома. Код приближно 20% 

пацијената са аденоматозним полипима или колоректалним карциномом утврђено је 

постојање породичног оптерећења овим неоплазмама, док је код око 55% случајева 

колоректалног карцинома идентификован наслеђени генетски поремећај (10). 

Фактори животне средине и исхране играју кључну улогу. Исхрана са ниским уносом 

влакана, богатим црвеним месом и неуравнотеженим омега-3 и омега-6 мастима 

повећава ризик од карцинома, док висок унос воћа и поврћа смањује овај ризик. Кључни 

заштитни елементи у исхрани укључују селен, фолну киселину, витамине Б12 и Д, 

хлорофил, каротеноиде и интравенски аскорбинску киселину, уз додатак дигестивних 

ензима и пробиотика (11). Употреба аспирина и других нестероидних 

антиинфламацијских лекова (енгл. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAID) такође 

може смањити ризик од карцинома због њиховог антиинфламацијског дејства (12). 

Алкохол, гојазност и седентарни начин живота с друге стране повећава ризик, док 

физичка активност, одржавање здраве телесне масе, промена исхране и начина живота 

доприносе превенцији настанка колоректалног карцинома (6, 7, 13). Инфламацијска 

https://www.nature.com/articles/s41575-019-0189-8
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болест црева је значајан фактор ризика, при чему трајање и обим упале корелирају са 

ризиком од карциногенезе (14). Зрачење посебно повећава ризик од колоректалног 

карцинома, али остаје нејасно да ли је то директан ефекат зрачења или последица 

претходног карцинома у карличној регији, као на пример код пацијената који се лече 

зрачењем због карцинома простате, где ризик од колоректалног карцинома значајно 

расте (15). Такође, жене које користе у менопаузи хормоне имају мањи ризик да оболе 

од колоректалног карцинома од жена које исте хормоне не користе (16). Из свега 

наведеног, уочава се да је препознавање свих ових фактора ризика од кључног значаја за 

увођење ефикасних програма скрининга и превенције у циљаним популацијама. 

 

1.1.3. Етиопатогенеза и генетски механизми настанка колоректалног карцинома 

Колоректални карцином је резултат интеракције генетских фактора и фактора спољашње 

средине. Облици болести укључују: спорадичну болест: која се најчешће јавља код особа 

старијих од 50 година живота и чини 70% свих случајева рака дебелог црева; породичну 

болест: која се јавља у породицама и за разлику од наследног облика болести,                     

код oве врсте болести нема откривене генетске предиспозиције.  

Око 20-25% случајева припада овој групи; наследну болест: која се јавља код мање од 

10% свих пацијената са колоректалним карциномом (17, 18). Разумевање генетских и 

молекулских механизама који подупиру развој ове болести од кључног је значаја за рану 

дијагностику и терапију. Наиме, колоректални карцином најчешће настаје из 

аденоматозних полипа, акумулацијом мутација у оквиру аденом-карцином секвенце. 

Кључни гени укључени у овај процес су: APC (енгл. Adenomatous Polyposis Coli), K-Ras 

(енгл. Kirsten rat sarcoma virus), p53 (енгл. Tumor protein p53), и PTEN (енгл. Phosphatase 

and tensin homolog) (17, 18). 

 

1.1.3.1. Гени укључени у настанак колоректалног карцином 

APC ген је тумор-супресорски ген, који је први пут описан код пацијената са породичном 

аденоматозном полипозом. Мутације у оба алела APC гена неопходне су за формирање 

полипа, а његова инактивација није сама довољна за настанак карцинома, већ ствара 

основу за даље генетске промене које потом доводе до малигнитета. Зато и познавање 

специфичне мутације у породици може много да помогне за касније доношење 

клиничких одлука (19). Треба истаћи, да за разлику од мутација APC гена, које се 

наслеђују аутосомно доминантно, да на пример биалелијска мутација у MUTYH гену        

(енгл. mutY DNA glycosylase homolog) доводи до аутозомно рецесивног обрасца 

наслеђивања (20, 21). 

K-Ras ген је протоонкоген где је довољна мутација његовог само једног алела да се 

поремети ћелијски циклус. Често је мутиран у овим туморима, што резултира 

неконтролисаном сигнализацијом и растом ћелија. Наиме, производ K-Ras гена је  

G-протеин (енгл. Guanine nucleotide-binding protein) који је укључен у унутар ћелијску 

сигналну трансдукцију. Када је он активан, K-Ras веже гуанозин-5'-трифосфат (енгл. 

Guanosine-5'-triphosphate, GTP), чија даља хидролиза доводи до гуанозин дифосфата 

(енгл. Guanosine diphosphate, GDP) који инактивира G-протеин. Међутим, управо 

мутација K-Ras гена  резултује немогућношћу хидролизе GTP-а, што оставља G-протеин 

стално у његовом активном облику, па се сматра да управо то доводи до неконтролисане 

деобе ћелија. Зато што мутација К-Ras доводи до неконтролисаног сигнализирања, анти-

EGFR (енгл. Epidermal growth factor receptor) агенси су неефикасни у лечењу тумора са 

мутацијом K-Ras. Сходно томе, статус мутације K-Ras је важан у одлучивању када 
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уопште користити анти- EGFR терапију. Из свега се закључује да мутације у K-Ras гену 

чине туморе отпорним на анти- EGFR терапију (22). 

P53 ген је тумор-супресорски ген, објашњен је у многим малигнитетима, и он је кључан 

за иницијацију апоптозе у ћелијама са непоправљивим генетским оштећењима. Његове 

мутације су присутне у 43% случајева колоректалног карцинома (23). 

PTEN је тумор супресорски ген, који је укључен у сигнализацију и контролу раста, а 

такође је честа и његова делеција, посебно у синдромима полипозе као што су: јувенилна 

полипоза, Peutz-Jeghers синдром, Cowdenovog синдром, PTEN хамартоматозни синдром, 

као и код мултипле ендокрине неоплазије тип IIБ (24). 

 

1.1.3.2. Путеви настанка колоректалног карцинома 

Колоректални карцином настаје кроз три главна генетска пута: пут хромозомске 

нестабилности (енгл. Chromosomal instability pathway, CIN), пут микросателитске 

нестабилности (енгл. Microsatellite instability pathway, MSI) и метилациони фенотип CpG 

острваца (енгл. CpG island methylation pathway, CIMP), који обухватају различите 

генетске и епигенетске механизме (25). 

CIN је одговоран за 70-85% колоректалних карцинома и карактерише га акумулација 

хромозомских аберација, попут мутација у APC и КRAS генима, губитка хромозома 5q, 

18q и 17p, који садрже кључне гене попут TP53. Рани маркер овог пута је диспластични 

фокус, који претходи развоју аденома и аденокарцинома. Мутације у APC гену играју 

централну улогу у супресији Wnt сигналног пута и одржавању ћелијске стабилности, док 

KRAS мутације активирају RAS-RAF-MEK-ERK сигнални пут, повећавајући ризик од 

напредовања лезија. TP53 абнормалности, које се јављају у касним фазама, ометају 

ћелијски циклус и апоптозу, што доприноси малигној прогресији. CIN пут служи као 

основа за молекуларну класификацију колоректалног карцинома, иако је јасно да могу 

постојати и други механизми његовог развоја (25, 26). 

MSI настаје као резултат дисфункције система за поправку неправилног упаривања 

(енгл. mismatch repair, MMR), што доводи до нестабилности у бројевима понављања у 

микросателитским регионима ДНК тумора у поређењу са герминалном ДНК. Карциноми 

који показују значајну микросателитну нестабилност, повезани су са мутацијама у MMR 

генима као што су MLH1( енгл. MutL Homolog 1 ), MSH2 ( енгл. MutS Homolog 2), MSH6 

(енгл. MutS Homolog 6) и PMS2 (енгл. Postmeiotic Segregation 2) , или са метилацијом 

промотора MLH1 у спорадичним случајевима, често у оквиру CIMP пута. Ови тумори, 

без обзира на наслеђени или спорадични контекст, деле сличну биологију и доприносе 

повећаној учесталости генетских грешака у генима повезаним са карциногенезом 

колоректалног карцинома (25). 

CIMP пут је други најчешћи механизам спорадичног колоректалног карцинома, чинећи 

око 15% случајева, и одликује се епигенетском нестабилношћу која доводи до 

метилације промоторских региона кључних тумор-супресорских гена као што је MLH1. 

CIMP-позитивни карциноми имају специфичне клиничко-патолошке карактеристике, 

укључујући проксималну локализацију, предоминантну појаву код старијих жена и 

повезаност са мутацијама у BRAF (енгл. B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase) 

или ређе KRAS гену, зависно од подтипа CIMP-а (25, 27).  

Иако су ови путеви независни, могу се преклапати. На пример, у CIMP путу, метилација 

гена за поправку ДНК може омогућити накупљање мутација из MSI пута. Ова сложена 

интеракција указује на хетерогеност колоректалног карцинома. Текућа истраживања 

настоје да идентификују специфичне молекуларне мете за развој циљаних терапија и 

молекуларно профилисање тумора, што би могло унапредити персонализовани приступ 

у лечењу (25). 
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1.1.3.3. Фамилијарни и наследни синдроми 

Фамилијарна аденоматозна полипоза (енгл. Familial adenomatous polyposis,FAP) је ретко 

генетско обољење аутозомно доминантног наслеђивања, које се карактерише бројним 

аденоматозним полипима који неизбежно напредују у колоректални карцином ако се не 

открију и не лече рано. Преко 70% пацијената развија екстраинтестиналне 

манифестације, укључујући остеоме, зубне аномалије и друге лезије, које су раније 

подвођене под Gardner и Turcot синдром или гастрични аденокарцином са 

проксималном полипозом желуца. Недавна истраживања указују на повезаност тежине 

болести са специфичним мутацијама у APC гену (28). 

Ослабљена фамилијарна аденоматозна полипоза (енгл. Attenuated Familial Adenomatous 

Polyposis, AFAP) је фенотипска варијанта фамилијарне аденоматозне полипозе, 

карактерише се присуством 10-99 синхроних аденома у дебелом цреву, са блажим 

фенотипом, каснијим настанком аденома и рака, и ређим екстраколоничним 

манифестацијама. У мање од 50% случајева је узрокована мутацијама у APC или 

MUTYH гену, са различитим механизмима наслеђивања, а надзор укључује редовне 

колоноскопије и хируршки третман у напредним случајевима (29). 

Наследни неполипозни колоректални карцином (енгл. Hereditary nonpolyposis colon 

cancer, HNPCC) или Lynch синдром: чини 1-3% случајева и обележен је раним почетком 

карцинома и честом асоцијацијом са другим врстама малигнитета, попут 

ендометријалног карцинома (30). 

 

1.1.3.4. Аденом-карцином секвенца 

Већина колоректалних тумора потиче из преканцерозних полипа, који се првенствено 

класификују као традиционални тубуларни аденоми или назубљени полипи. Аденоми 

настају када се поремете механизми који регулишу поправку ДНК и пролиферацију 

ћелија. У нормалној интестиналној мукози, епител се континуирано обнавља како би се 

надокнадио губитак ћелија са површине, при чему је пролиферација ограничена на базу 

крипте. Међутим, током развоја аденома, мутантне ћелије одступају од уобичајених 

процеса терминалне диференцијације и апоптозе док мигрирају према лумену колона, 

што доводи до формирања специфичних аденоматозних структура. Временом, ови 

полипи се увећавају, показују све већи степен дисплазије и могу стећи потенцијал за 

инвазију околних ткива (31). Прелазак са нормалног епитела на хиперпролиферативно 

ткиво следи корак-по-корак процес генетских промена у кључним регулаторним генима, 

што пружа парадигму за развој солидних тумора. Мутације у гену APC, који делује као 

тумор супресор, или у онкогену BRAF, представљају кључне иницијалне догађаје који 

доводе до настанка традиционалних аденома или назубљених полипа (Фигура 2). 

Додатне генетске промене омогућавају напредовање од ране неоплазије до средњих и 

напредних полипа са високостепеном дисплазијом, а на крају и до инвазивног карцинома 

(32). Међутим, нису сви аденоми предодређени да се развију у малигне туморе; за 

прогресију у малигнитет неопходно је акумулирање специфичних мутација у одређеном 

редоследу. Временски оквир за прогресију тумора варира у зависности од основног пута 

туморогенезе. На пример, развој тумора преко CIN пута хромозомске нестабилности 

може трајати више од деценије, док пут MSI доводи до бржег формирања тумора, често 

у року од неколико година (33). 
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Фигура 2. Аденом-карцином секвенца колоректалног карцинома. Преузето и 

кориговано у складу са: https://www.lecturio.com/concepts/colorectal-cancer/ 

 

1.1.4. Клиничка слика, дијагноза и превенција колоректалног карцинома 

1.1.4.1. Клиничка слика 

Колоректални карцином често има асимптоматски почетак, а симптоми попут промене у 

навикама цревног пражњења, надимања, ректалног крварења и бола у стомаку обично се 

јављају у каснијим фазама болести. Напреднији стадијуми могу бити праћени значајним 

губитком телесне тежине, анемијом и симптомима метастатске болести. Такође, бол, 

тенезме и крварење се могу јавити код тумора ректума. У односу на цревни промер и 

конзистенцију саме столице, тумори који су лоцирани на левом колону склонији су да 

изазову опструкције у односу на туморе који су лоцирани на десној страни колона. 

Дијагноза се обично поставља у узнапредовалим фазама због неспецифичности раних 

симптома (34). Преоперативни ниво CEA (енгл. Carcinoembryonic Antigen ) сугерисан је 

као прогностички индикатор (35). 

 

1.1.4.2. Методе дијагнозе 

Дијагностички процес почиње детаљном анамнезом, клиничким прегледом и 

дигиторекталним прегледом (34). Ендоскопске методе, као што су колоноскопија и 

ректоскопија, представљају златни стандард за рано откривање и биопсију тумора (36). 

Имиџинг методе, попут компјутеризоване томографије (енгл. Computed tomography, CT) 

и магнетне резонанце (енгл. Magnetic Resonance Imaging, MRI), користе се за процену 

локалног проширења тумора и детекцију метастаза (37, 38). Допунске методе укључују 

ултрасонографију абдомена и ендоректални ултразвук. Када је у питању карцином 

ректума, у дијагностици и предвиђању даљих поступака лечења предност ипак има MRI 

(38). 

 

1.1.4.3. Лабораторијске и патохистолошке анализе 

Лабораторијске анализе укључују мерење нивоа карциноембрионалног антигена, CEA 

који има дијагностички и прогностички значај, јер његов висок ниво повезан је са лошом 

прогнозом исхода колоректалног карцинома (35). Патохистолошка анализа оперативног 

или биоптичког материјала је кључна за потврду дијагнозе и процену туморских 

https://www.lecturio.com/concepts/colorectal-cancer/
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карактеристика, укључујући тип, градус, степен инвазије и захваћеност лимфних 

чворова (39, 40). 

 

1.1.4.4. Класификација и стадијум 

Тумори се класификују на основу степена диференцијације и броја кластера слабо 

диференцованих ћелија, док се стадијум одређује према TNM (енгл. Tumour, Node, 

Metastasis) систему. Ова класификација омогућава прецизно планирање терапије и 

процену прогнозе (41). 

 

1.1.4.5. Превенција и скрининг колоректалног карцинома 

Примарна превенција колоректалног карцинома укључује смањење ризичних фактора 

као што су пушење, гојазност, физичка неактивност и прекомерна конзумација црвеног 

меса, као и промоцију заштитних мера попут исхране богате влакнима, витаминима Д и 

Ц, фолата и редовне физичке активности (6, 7, 11, 13). Секундарна превенција обухвата 

рано откривање путем скрининга. Колоноскопија, као златни стандард, омогућава 

детекцију и уклањање аденоматозних полипа, што значајно смањује ризик од развоја 

карцинома. Скрининг је посебно препоручен за особе са повећаним ризиком, укључујући 

оне са породичном историјом, инфламаторним болестима црева или претходним 

полипима (42, 43). Методе скрининга укључују: Фекални тест на окултно крварење (енгл. 

Fecal occult blood test, FOBT) и фекални имунохемијски тест (енгл. Fecal immunochemical 

test, FIT), који се препоручују за годишње тестирање и ДНК тест столице, који је 

осетљивији, али мање специфичан, са препоруком за извођење сваких 1-3 године, док 

NCCN (енгл.  National Comprehensive Cancer Network®, NCCN®) водичи подржавају 

коришћење на сваке 3 године (42, 43). Ендоскопске методе, попут колоноскопије, остају 

најпоузданије, док флексибилна сигмоидоскопија и CT колоноскопија представљају 

алтернативне опције у одређеним случајевима. Препоруке за скрининг обухватају 

годишњи FOBT/FIT, флексибилну сигмоидоскопију на сваких 5 година или 

колоноскопију на сваких 10 година. Пацијенти са повећаним ризиком захтевају ранији и 

чешћи скрининг. Овај мултимодални приступ доприноси смањењу морбидитета и 

морталитета, омогућавајући рано откривање и успешнију терапију колоректалног 

карцинома (42-46). 

 

1.1.5. Терапијски модалитети у лечењу колоректалног карцинома 

Колоректални карцином представља значајан клинички изазов у онкологији, захтевајући 

мултидисциплинарни приступ који укључује разноврсне терапијске опције. Ове опције 

обухватају ендоскопске и хируршке процедуре, као и савремене минимално инвазивне 

технике попут лапароскопске и роботске хирургије (47). Поред хируршког лечења, 

хемотерапија представља кључну компоненту у адјувантној и неоадјувантној терапији, 

смањујући ризик од рецидива и побољшавајући прогнозу пацијената. Увођење циљаних 

терапија значајно је побољшало преживљавање код пацијената са узнапредовалим 

стадијумима болести. Имунотерапија показује обећавајуће резултате, посебно код 

пацијената са микросателитном нестабилношћу. Радиотерапија је незаменљив део 

лечења карцинома ректума, где се често комбинује са хемотерапијом ради смањења 

величине тумора пре хируршког захвата (48). 

Синергијом ових различитих приступа омогућава се персонализовани третман, који је 

усмерен ка побољшању исхода и квалитета живота пацијената са колоректалним 

карциномом. Наставак истраживања у области онкологије доприноси даљем унапређењу 

ових терапијских модалитета. 
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1.1.5.1. Хируршко лечење 

Ендоскопске методе, попут колоноскопске ресекције, представљају ефикасан и 

минимално инвазиван приступ у лечењу раног колоректалног карцинома, укључујући 

карциноме „in situ“. Ове процедуре постале су учесталије захваљујући скрининг 

програмима који омогућавају рану детекцију. Успешност лечења зависи од прецизне 

процене дубине инвазије тумора, степена његове диференцијације, присуства 

лимфоваскуларне инвазије и ширења туморских ћелија, као и од патохистолошке 

анализе ресекционих ивица. За уклањање малигних тумора у Т1 стадијуму примењују се 

технике као што су ендоскопска мукозна ресекција, субмукозна ресекција и ресекција у 

целини, а избор методе зависи од величине и локализације тумора. Иако ове методе 

пружају мању инвазивност и бржи опоравак пацијента у поређењу са традиционалним 

хируршким захватима, одређени случајеви са повећаним ризиком од лимфогене 

дисеминације захтевају додатне хируршке интервенције за уклањање мезентеричних 

лимфних чворова. Упркос предностима, многи пацијенти у раним стадијумима болести 

и даље се директно упућују на хируршко лечење (49). 

Класично хируршко лечење је кључно у терапији колоректалног карцинома, са циљем 

уклањања тумора и захваћених лимфних структура. Избор оперативног захвата зависи 

од локализације тумора и начина његовог ширења. Основне процедуре укључују десну 

и леву хемиколектомију, проширене верзије ових интервенција, тоталну колектомију и 

тоталну мезоректалну ексцизију. Све процедуре се изводе у складу са онколошким 

принципима како би се минимизовао ризик од рецидива и осигурала оптимална прогноза 

(49, 50). Принципи хируршке ресекције наглашавају уклањање сегмената дебелог црева 

са захваћеним крвним судовима и лимфним чворовима. Код метастатске болести, одлука 

о ресекцији зависи од обима метастаза и сложености захвата. Адекватна ресекција 

подразумева минимум 12 лимфних чворова у узорку, док нови параметри, попут односа 

позитивних и укупних лимфних чворова, пружају додатну вредност у процени (51, 52).   

Лапароскопска хирургија представља значајан напредак у терапији колоректалног 

карцинома, пружајући мање инвазивну алтернативу традиционалној отвореној 

хирургији. Истраживања су показала да овај приступ смањује хируршку трауму, 

интензитет постоперативног бола, време хоспитализације и ризик од инфекција, 

истовремено омогућавајући бржи опоравак пацијената. Ипак, онколошка адекватност 

лапароскопске хирургије у поређењу са отвореним приступом остаје предмет 

истраживања (47, 53). Студије о лапароскопској тоталној мезоректалној ексцизији 

указују на предности попут смањеног губитка крви и бржег повратка функције црева 

(53). Рандомизована испитивања, попут ACOSOG Z6051 ( енгл. American College of 

Surgeons Oncology Group ) и ALaCaRT ( енгл. Australasian Laparoscopic Cancer of the 

Rectum Trial), нису показала супериорност лапароскопског приступа у постизању 

онколошких стандарда (54, 55).  

Роботска хирургија, као новији приступ у колоректалној хирургији, нуди побољшану 

прецизност и визуализацију током сложених процедура. Почетни резултати указују на 

онколошку еквивалентност у поређењу са лапароскопском хирургијом, уз потенцијалне 

предности у смањењу компликација и бржем опоравку пацијената (47, 56). Међутим, 

потребне су даље студије како би се у потпуности проценила улога роботске хирургије 

у лечењу ректалног карцинома. 
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1.1.5.2. Радиотерапија 

Неоадјувантна хеморадиотерапија представља стандардни терапијски приступ за 

пацијенте са узнапредовалим карциномом ректума (стадијум >T3) и лимфним 

захватањем или угроженим циркумференцијалним резекционим маргинама CRM ( енгл. 

Circumferential Resection Margin ), како би се омогућила оптимална хируршка ресекција. 

Њен циљ је смањење величине тумора или стадијума, а одлука о примени заснива се на 

клиничком стадијуму, одређеном анамнезом, физикалним прегледом и радиолошким 

методама као што су магнетна резонанција карлице и ендоскопска ултрасонографија (57, 

58). Иако значајно смањује локалне рецидиве, оптимални интервал између завршетка 

терапије и операције остаје предмет дебате. Иако пацијенти са потпуним патолошким 

одговором могу избегнути хирургију, токсичност радиотерапије, укључујући дијареју, 

уринарну и сексуалну дисфункцију, као и ређе нуспојаве попут фрактура карлице, утиче 

на квалитет живота (59-62). Нови приступи, попут ендокавитационог зрачења у 

комбинацији са EBRT ( енгл. External beam radiation therapy), омогућавају високу стопу 

локалне контроле чак и без операције, али захтевају пажљиво праћење (63). Примењене 

дозе радиотерапије од 45–50 Gray-а или кратки протоколи од пет фракција од 5 Gray-а, у 

комбинацији са флуоропиримидинским агенсима, омогућавају смањење величине 

тумора за 15–20% (63). Хеморадиотерапија такође игра значајну улогу у очувању органа 

код одређених пацијената и омогућава радикалну реоперацију у случају делимичне 

ремисије, док код метастатских болести пружа додатне опције лечења. У раним 

стадијумима рака ректума омогућава очување органа код 50–60% пацијената (64, 65). 

 

1.1.5.3. Хемиотерапија 

Избор терапије за колоректални карцином заснива се на мултидисциплинарном 

приступу који обухвата карактеристике тумора (локализацију, метастазе, биомаркере), 

као и стање пацијента (коморбидитети, прогноза). На основу тога, пацијенти се 

класификују у четири ризичне групе, које диктирају терапијски план. Пацијенти без 

метастатске болести или са ресектабилним метастазама у јетри или плућима, као и они 

без знакова лоше прогнозе (нпр. рецидив током адјувантног третмана), сврставају се у 

Групу 0. Код њих се препоручује хируршка ресекција метастаза, јер хемиотерапија нема 

значајан утицај на укупно преживљавање (66, 67). Група 1 обухвата пацијенте са 

потенцијално ресектабилном метастатском болешћу, где индукциона хемиотерапија 

може омогућити ресекцију. Препоручени режими укључују цитотоксични дуплет или 

триплет са анти-VEGF (енгл. Vascular Endothelial Growth Factor) или анти-EGFR  

терапијом код тумора без мутације KRAS гена (енгл. Kirsten Rat Sarcoma). Група 2 

укључује пацијенте са нересектабилном дисеминованом болешћу, где је циљ 

палијативни третман за контролу симптома и успоравање прогресије. Код њих се 

препоручује комбинација цитотоксичних агенаса са циљаним терапијама, док аблативне 

методе могу бити применљиве код олигометастатских случајева са добрим одговором на 

терапију (66, 67). За пацијенте у Групи 3, са ограниченим терапијским опцијама, третман 

је усмерен на успоравање прогресије болести, уз употребу флуоропиримидина са или без 

биолошких агенаса. У лечењу већине пацијената са метастатским колоректалним 

карциономом, примењује се комбинација цитотоксичних агенаса и биолошких терапија, 

уз индивидуализован приступ на основу карактеристика тумора и пацијента (66, 67). У 

палијативној терапији прве линије метастатског колоректалног карцинома, 

флуоропиримидини као што су 5-флуороурацил (5-FU) и капецитабин, уз или без 

леуковорина (LV), често се користе сами или у комбинацији. Режими као што су 

FOLFOX (5-FU/LV/оксалиплатин), CAPOX (капецитабин/оксалиплатин) и FOLFIRI (5-
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FU/LV/иринотекан) показали су повећање стопе одговора и преживљавања без 

прогресије, али уз повећану токсичност (68, 69). Терапија друге линије препоручује се 

пацијентима са очуваном функцијом органа и прилагођава се рефрактарности на 

претходни третман. Пацијенти отпорни на иринотекан обично се лече режимима који 

укључују оксалиплатину (FOLFOX или CAPOX), док се они отпорни на FOLFOX или 

CAPOX лече иринотеканом или FOLFIRI режимом (69). Трајање хемиотерапије зависи 

од клиничког стања пацијента и може обухватити фиксно трајање (3–6 месеци), 

индукциони третман праћен терапијом одржавања или континуирани третман до 

прогресије болести или неприхватљиве токсичности (68). Код ректалних 

аденокарцинома клиничког стадијума T3 или T4, стандардна пракса је неоадјувантна 

хеморадиотерапија, утврђена EUS (енгл. Endoscopic Ultrasound ) или MRI 

дијагностиком. Терапија може укључивати само радиотерапију или њену комбинацију 

са агенсима као што су 5-FU и оксалиплатин, који инхибирају репликацију туморских 

ћелија. Након неоадјувантне терапије, куративна хирургија са циљем R0 ресекције 

смањује ризик локалног рецидива, иако токсичност радиотерапије и едем ткива могу 

компликовати хируршке процедуре (70, 71). Адјувантна хемотерапија 

флуоропиримидинима показала је ефикасност код стадијума II и III CRC                                     

(енгл. Colorectal Cancer), док је комбинација са оксалиплатином стандард за 

високоризичне туморе. Скраћење терапије са шест на три месеца код нискоризичних 

пацијената у стадијуму III смањило је неуротоксичност без угрожавања ефикасности 

лечења (72, 73). Хемиотерапија игра кључну улогу у лечењу колоректалног карцинома, 

посебно у метастатској болести и напредним стадијумима. Главни терапијски циљеви 

обухватају редукцију туморске масе, олакшање хируршке ресекције, контролу 

симптома, успоравање прогресије и продужење преживљавања, док ефикасност режима 

зависи од њихове способности да истовремено постигну контролу болести и 

минимализују токсичне ефекте (74). 

 

1.1.5.4. Биолошка терапија 

Системска терапија представља свеобухватни приступ лечењу колоректалног 

карцинома, који укључује хеморадиотерапију, хируршке интервенције, као и адјувантну 

хемотерапију и биолошку терапију (74-76). У случајевима метастатских стадијума 

болести, системска терапија која обухвата комбинацију хемотерапије и биолошке 

терапије захтева индивидуализован приступ, прилагођен специфичним биолошким 

маркерима пацијента и карактеристикама малигног тумора (77). Један од првих 

биолошких агенаса коришћених у лечењу метастатског колоректалног карцинома јесу 

моноклонска антитела као што је бевацизумаб, која циљају рецептор за васкуларни 

ендотелијални фактор раста VEGFR (енгл. Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) 

(77). Поред бевацизумаба, уведени су и други лекови, укључујући цетуксимаб и 

панитумумаб, који делују као моноклонска антитела на епидермални фактор раста 

EGFR, инхибирајући раст тумора (78). Међутим, терапијски ефекти ових лекова значајно 

зависе од генетских карактеристика тумора, степена мутација, као и ембриолошких 

разлика између левостраних и десностраних тумора колона и ректума (79). Истраге о 

перспективама и ефикасности биолошке терапије код метастатског колоректалног 

карцинома и даље представљају предмет бројних научних студија (78, 79). 

 

1.1.5.5. Имунотерапија колоректалног карцинома 

Имунотерапија представља иновативан приступ у лечењу колоректалног карцинома, 

користећи пацијентов имунски систем за циљано препознавање и уништавање 
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туморских ћелија уз минимално оштећење здравих ткива (80). Главни механизми 

обухватају пасивне имунолошке механизме, попут примене моноклонских антитела 

(енгл. Monoclonal antibody, mAb), адоптивног трансфера ћелија (енгл. Adoptive cell 

transfer) и онколитичке виротерапије, као и активне стратегије, попут 

имуностимулативних цитокина и инхибитора имунолошких контролних тачака. Ове 

терапије циљају специфичне туморске антигене, попут туморских специфичних 

антигена (енгл. Tumor-specific antigens, TSA) и антигена повезаних са туморима (енгл. 

Tumor-associated antigens, ТАА), омогућавајући прецизну антитуморску акцију (81-83). 

Моноклонска антитела, попут Cetuximab, Bevacizumab, Panitumumab, активирају 

имунолошке ћелије и подстичу апоптозу туморских ћелија (84-86). Имуноинхибитори, 

као што су Пембролизумаб и Ниволумаб, циљају протеине PD-1 (енгл. Programmed cell 

death protein 1) и CTLA-4 (енгл. Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), показујући 

високу ефикасност код пацијената са метастатским колоректалним карциномом и 

високом MSI (87, 88). Остале стратегије укључују развој вакцина против антигена попут 

CEA и MUC1 (енгл. The transmembrane glycoprotein mucin 1) (89), адоптивни трансфер 

ћелија и примену имуностимулативних цитокина као што су интерферон-алфа (енгл. 

Interferon-alpha, IFN-α) и интерлеукин-2 (енгл. Interleukin-2, IL-2) (90). Иако 

имунотерапија доноси значајан напредак, изазови попут токсичности, трошкова и 

механизама избегавања имунолошког одговора остају. Будући развој усмерен ка 

превазилажењу ових ограничења може значајно побољшати исходе пацијената са 

колоректалним карциномом. 

 

1.2. Карцином дојке 

1.2.1. Епидемиолошке карактеристике карцинома дојке 

Током последњих деценија, инциденца карцинома дојке значајно је порасла, посебно 

током 1980-их и 1990-их, углавном захваљујући побољшаној дијагностици. У 

Сједињеним Државама је забележен пад након смањене употребе замене хормонске 

терапије, али од 2007. године инциденца поново расте, при чему се као могући узроци 

наводе повећан индекс телесне масе (енгл. Body mass index, BMI) и смањена стопа 

рађања. У периоду од 2010. до 2019. године, годишњи раст износио је 0,5%, углавном 

због локализованих облика болести, док су раст популације и старење становништва 

додатно утицали на укупан пораст(Фигура 3)1.2.. У протеклих 30 година број 

новооболелих случајева карцинома дојке порастао је за 128%, а 2020. године овај 

карцином је постао најчешће дијагностикована малигна болест код жена, са 2,26 милиона 

нових случајева. Према прогнозама, до 2040. године глобална инциденца карцинома 

дојке могла би премашити 3 милиона нових случајева годишње (91). У Европи је 

забележен пад морталитета од карцинома дојке за 10% између краја 1980-их и 2000. 

године (92), али је 2006. овај карцином остао трећи водећи узрок смртности од 

малигнитета (93). У Африци, карцином дојке је најзаступљенији малигнитет код жена, 

са учешћем од 27,6% у укупном броју нових случајева рака код жена и прогнозираним 

повећањем инциденце за 70% до 2030. године (94). У Азији, карцином дојке је водећи 

узрок смртности од рака код жена у Кини и Индији (92), док подаци из Ирана указују да 

жене у тој земљи обољевају у просеку 10 година раније у поређењу са развијеним 

државама (95). 

Глобално, инциденца и морталитет од карцинома дојке значајно су порасли у последњих 

25 година, а прогнозе предвиђају даљи раст услед старења популације и промена у 

животном стилу (91). 
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Фигура 3. Епидемиологија карцинома дојке. Преузето и кориговано у складу са: 

https://mainafoundation.org/breast-cancer-fast-facts/  

 

1.2.2. Фактори ризика за настанак карцинома дојке 

Карцином дојке је један од најчешћих малигнитета код жена, а његов развој је условљен 

комбинацијом модификујућих и немодификујућих фактора ризика као и заштитних 

фактора. Разумевање ових фактора је кључно за идентификацију особа са повећаним 

ризиком и примену одговарајућих превентивних стратегија, укључујући скрининг и 

промену начина живота. 

 

1.2.2.1. Модификујући фактори ризика 

Ови фактори могу се контролисати или ублажити кроз промене животног стила, 

медицинске интервенције или едукацију. Гојазност је значајан модификовани фактор 

ризика за настанак дијабетеса типа 2 и карцинома дојке, посредован оксидативним 

стресом, инсулинском резистенцијом, хипергликемијом и хиперлипидемијом. Код 

постменопаузалних жена гојазност повећава ризик од карцинома дојке, док код 

пременопаузалних жена може имати заштитни ефекат, што се приписује варијацијама 

нивоа естрогена (96). Утврђена је јасна дозно-зависна и временски-зависна повезаност 

пушења са карциномом дојке, што сугерише узрочну улогу дуванског дима у развоју ове 

болести. Ризик је посебно изражен код постменопаузалних жена, без значајних разлика 

у односу на хормонски рецепторски статус или генетску предиспозицију. Карциногени 

из дуванског дима, као што су полициклични угљоводоници и ароматични амини, имају 

способност да продру у ткиво дојке и потенцијално надјачају антиестрогенски ефекат 

пушења (97). Ризик од карцинома дојке повећава се за 7,1% са сваком додатном дневном 

конзумацијом од 10 g алкохола. Жене које конзумирају веће количине алкохола, од 35 g 

дневно па навише, имају знатно већи ризик у поређењу са онима које не конзумирају 

алкохол (98). Седентарно понашање повећава ризик од карцинома дојке кроз механизме 

као што су гојазност, инсулинска резистенција, системска инфламација, и измене у нивоу 

полних хормона (99). Репродуктивни фактори, као што су паритет, трајање дојења и 

https://mainafoundation.org/breast-cancer-fast-facts/
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дужина менструалног периода, углавном утичу на ризик од настанка хормонски 

рецептор-позитивног карцинома дојке. Већи број порођаја и дојење дуже од 6 месеци 

смањују ризик, док краћа изложеност естрогену услед касне менархе или ране менопаузе 

такође има заштитни ефекат (100). Ендогени и егзогени естрогени играју значајну улогу 

у повећању ризика од карцинома дојке. Ендогени естрогени, које синтетишу јајници код 

жена у пременопаузи, могу деловати као фактор ризика. Уклањање јајника 

(овариектомија) показало се као ефикасна мера за смањење тог ризика код жена млађих 

од 45 година (101). С друге стране, егзогени естрогени потичу углавном из употребе 

оралних контрацептива и хормонске супститутивне терапије. Иако су формулације 

оралних контрацептива еволуирале ради смањења нежељених ефеката, ризик од 

карцинома дојке остаје повишен (102). Хормонска терапија, иако ефикасна у ублажавању 

симптома менопаузе, повезана је са повећаним ризиком од карцинома дојке, нарочито 

код формулација које садрже естроген и прогестерон. Престанак хормонске терапије 

доводи до смањења ризика у року од две године, што указује на реверзибилност 

хормонски зависних карцинома (103). 

 

1.2.2.2. Немодификујући фактори ризика 

Немодификујући фактори представљају аспекте ризика на које појединци не могу 

утицати, али имају значајну улогу у развоју карцинома дојке. Карцином дојке код 

старијих жена је озбиљан јавноздравствени проблем, са шестоструко већом 

инциденцијом и осмоструко већом стопом морталитета у поређењу са млађим женама. 

Очекује се да ће број случајева карцинома дојке код старијих жена у САД порасти за 72% 

до 2025. године у односу на 1998. годину, што захтева унапређење здравствене 

инфраструктуре и развој прилагођених терапијских стратегија (104). Генетска 

предиспозиција такође игра важну улогу, при чему BRCA1 (енгл. BReast CAncer gene 1) 

и BRCA2 (енгл. BReast CAncer gene 2) гени носе патогене варијанте које значајно 

повећавају ризик од карцинома дојке код жена. Жене које су носиоци ових варијанти 

имају до 70% животног ризика за развој болести до 80. године. Ови гени делују као 

тумор-супресори, учествујући у поправци дволанчаних прекида ДНК, регулацији 

ћелијског циклуса, апоптози и ремоделовању хроматина. Губитак њихове функције 

услед патогених мутација доводи до геномске нестабилности и повећаног ризика од 

карцинома дојке. Ипак, патогене варијанте у BRCA1 и BRCA2 генима објашњавају само 

око 20% породичних случајева карцинома дојке, што указује на потребу за даљим 

истраживањима (105). 

 

1.2.2.3. Заштитни фактори 

Одређене навике и интервенције могу значајно смањити ризик од карцинома дојке. 

Дојење се показало као један од значајних заштитних фактора, смањујући ризик за 4,3% 

за сваки период од 12 месеци дојења, уз додатно смањење од 7% које се бележи са сваким 

порођајем. Посебно је важно нагласити да дојење смањује ризик од троструко негативног 

карцинома дојке за 20%, а код носилаца BRCA1 мутација ризик се смањује у распону од 

22% до 55% (106). Поред тога, физичка активност такође игра кључну улогу. Жене у 

постменопаузи које су биле физички активне седам сати недељно, укључујући 

активности умереног до високог интензитета, показале су смањење ризика од рака дојке 

за 16% у поређењу са неактивним женама (107). Смањена конзумација алкохола 

представља још један значајан заштитни фактор. Истраживања су потврдила дозно-

зависну повезаност између конзумације алкохола, чак и умерених количина, и ризика од 

карцинома дојке. У 2012. години забележено је 144.000 случајева карцинома дојке и 
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38.000 смртних исхода код жена које су конзумирале алкохол, при чему је 18,8% 

случајева и 17,5% смртности било међу онима које су конзумирале мале количине 

алкохола. Ови подаци потврђују јаку повезаност између алкохола и карцинома дојке, чак 

и при ниским нивоима конзумације (108). Примена антиинфламацијских лекова, као што 

су NSAID, укључујући аспирин и ибупрофен, такође је повезана са смањењем ризика. 

Мета-анализа која је обухватила 2.788.715 испитаника указује на могућу заштитну улогу 

ових лекова. Ипак, потребна су даља истраживања како би се боље разумели биолошки 

механизми који посредују у овој повезаности (109). 

 

1.2.3. Класификација, типови и туморигенеза карцинома дојке 

1.2.3.1. Класификација карцинома дојке 

Карцином дојке углавном се дели на неинвазивне (in situ), инвазивне и метастатске 

типове, од којих већину чине инвазивни дуктални карциноми и лобуларни карциноми. 

Инвазивни дуктални карцином је најчешћи тип карцинома дојке, чинећи око 80% 

случајева, док је лобуларни карцином други по учесталости, са 10–15% свих 

дијагностикованих случајева. Инвазивни дуктални карцином се може јавити у 

различитим подтиповима, укључујући тубуларне, медуларне, муцинозне и папиларне 

карциноме, што захтева прилагођене терапијске приступе. Иако оба типа припадају 

инвазивним карциномима, разликују се по патолошким и молекулским 

карактеристикама (110). Неинвазивни карциноми, као што је дуктални карцином in situ, 

развијају се унутар млечних канала и не инфилтрирају околно ткиво, али имају висок 

потенцијал да постану инвазивни ако се не третирају благовремено (111). Метастатски 

карциноми представљају најтежи стадијум болести, у којем се туморске ћелије шире на 

лимфне чворове или удаљене органе, као што су плућа, јетра, кости или мозак. Метастазе 

могу настати годинама након примарне дијагнозе, а ризик зависи од биологије тумора и 

стадијума болести у време дијагнозе (112). Ретке врсте, попут филоидних тумора и 

ангиосаркома, чине мањи проценат свих случајева, али се разликују по агресивности и 

терапијским изазовима (110).  

 

1.2.3.2. Молекулски подтипови карцинома дојке 

Карцином дојке класификује се у четири молекулска подтипа: луминални А, луминални 

Б, HER2 (енгл. Human epidermal growth factor receptor-2) -обогаћени и базални, на основу 

рибонуклеинске киселине (енгл. Ribonucleic acid, RNA), протеинских и ДНК 

карактеристика. Луминални подтипови су најчешћи, при чему луминални Б има већу 

експресију гена повезаних са пролиферацијом, као што су MKI-67 (енгл. Marker of 

Proliferation Ki-67) и AURKA (енгл. Aurora Kinase A), али и учесталије мутације у p53 у 

односу на луминални А. У оба подтипа може се јавити HER2 амплификација. HER2-

обогаћени тумори показују високу експресију HER2-гена, укључујући ERBB2 (енгл. Erb-

B2 Receptor Tyrosine Kinase 2), као и честе мутације у TP53 (72%) и PIK3CA (енгл. 

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha) (39%). Иако су 

углавном HER2-позитивни, могу бити присутни и у HER2-негативним случајевима (113). 

Базални подтип карактерише висока експресија базалних кератина, попут KRT5 (енгл. 

Keratin 5), и често је повезан са мутацијама у p53 и BRCA1 (114, 115).  

 

1.2.3.3. Сигнални путеви значајни за настанак карцинома дојке 

Постоје значајне сличности између нормалног развоја и прогресије карцинома на 

молекулском нивоу, при чему су кључни сигнални путеви, који контролишу 
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пролиферацију, диференцијацију и миграцију ћелија, често нерегулисани код 

карцинома. Генетске и епигенетске промене омогућавају туморским ћелијама да избегну 

нормалне контролне механизме, при чему мутације прото-онкогена и инактивaција 

тумор-супресорских гена играју централну улогу. Код карцинома дојке, најважнији 

сигнални путеви укључују пут рецептора за естроген (енгл. Estrogen Receptor, ER), HER2 

и Wnt сигнални пут, који регулишу развој млечне жлезде и функције туморских 

матичних ћелија (110). ER пут игра важну улогу у карциному дојке, који у 75% случајева 

експримира овај хормонски рецептор (116). Један од главних механизама његовог дејства 

је интеракција са циклином D1, који активира CDK (енгл. Cyclin-Dependent Kinase 4 и 6), 

омогућавајући прелаз ћелијског циклуса из G1 у S фазу (110). HER2 представља тирозин-

киназу која има суштинску улогу у развоју карцинома дојке, нарочито код HER2-

позитивних тумора, где његова прекомерна активација подстиче неконтролисану 

пролиферацију и напредовање тумора. Његова активација иницира бројне сигналне 

путеве, као што су MAPK (енгл. Mitogen-Activated Protein Kinase) и PI3K (енгл. 

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase), који су директно повезани са 

прогресијом и метастазама малигних обољења (117). Канонски Wnt/β-катенин сигнални 

пут игра важну улогу у развоју и одржавању ткива, али његова активација је повезана са 

карциногенезом дојке. Иако су мутације у овом сигналном путу ретке, око 50% 

карцинома дојке показује висок ниво стабилизованог β-катенина, што је повезано са 

лошијом прогнозом, посебно код базалних и троструко негативних тумора (110, 118). 

Активирани β-катенин подстиче самообнављање туморских матичних ћелија и 

отпорност на апоптозу, док мутације у гену APC циљају популације матичних и 

прогениторских ћелија у млечној жлезди (Фигура 4). Ово указује да је Wnt сигнализација 

кључна за иницирање и одржавање карцинома дојке, посебно кроз регулацију 

популација матичних ћелија. Инхибиција Wnt пута и повезаних механизама показала је 

потенцијал у смањењу раста тумора и отпорности на терапије (110). 

 

   

Фигура 4. Приказ Wnt сигналног пута у карциному дојке. Преузето и кориговано у 

складу са: https://molecular-cancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-020-01276-5  

https://molecular-cancer.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12943-020-01276-5


 

17 
 

1.2.3.4. Генeтска основа карцинома дојке 

BRCA1 и BRCA2 представљају високо пенетрантне гене са кључном улогом у 

одржавању геномске стабилности кроз путеве поправке ДНК, као што су хомологна 

рекомбинација и нехомологно спајање крајева. Мутације у BRCA1, које захватају домене 

RING (енгл. Really Interesting New Gene ) и BRCT ( енгл. BRCA1 C-Terminal ), значајно 

повећавају ризик од карцинома дојке (до 80% доживотно) и јајника (40–65% доживотно), 

често резултујући агресивним троструко негативним карциномима дојке који потичу из 

луминалних прекурсорских ћелија, уз транскрипционе и епигенетске промене (119). 

BRCA2, већи од BRCA1, такође је високо пенетрантан и кодира протеин од 384 kDa, са 

функционалним сличностима са BRCA1, што објашњава њихову заједничку улогу у 

наследној предиспозицији за рак. Мутације у BRCA2, попут делеција, инсерција и 

nonsense мутација, доводе до губитка функције тумор-супресорских гена и повећаног 

ризика од рака жучне кесе, желуца, жучних путева и меланома (120). Гени умерене 

пенетрантности, попут CHEK2 (енгл. Checkpoint Kinase 2) , BRIP1( енгл. BRCA1 

Interacting Protein C-terminal Helicase 1) , ATM ( енгл. Ataxia Telangiectasia Mutated), и 

PALB2 ( енгл. Partner And Localizer of BRCA2 ), удвостручавају ризик од рака дојке и 

углавном су укључени у поправку ДНК оштећења кроз интеракцију са BRCA1 и BRCA2 

путевима. CHEK2*1100delC је најчешћа мутација, док PALB2 мутације значајно 

доприносе ризику код жена млађих од 50 година и у мањој мери код мушкараца (121).  

 

1.2.4. Клиничка слика, дијагноза и скрининг карцинома дојке 

1.2.4.1. Клиничка слика карцинома дојке 

Карцином дојке најчешће се манифестује као безболан чворић у дојци. Иако је већина 

маса у дојци бенигна (само у 3% до 6% случајева они су последица карцинома дојке), 

попут фиброаденома, циста и фиброцистичних промена, одређене карактеристике могу 

указивати на малигнитет (122, 123). Знаци укључују чврсте, неправилне и непокретне 

чвориће у дојци или пазушној регији, отицање дојке, промене коже (црвенило, 

улцерације или изглед коре поморанџе), као и промене на брадавици попут увлачења или 

исцедка. Сам бол у дојкама ретко указује на малигнитет у одсуству других симптома 

(123). 

 

1.2.4.2. Дијагноза карцинома дојке 

 

Дијагностика обухвата низ метода за рано откривање и планирање терапије: 

Клинички преглед: инспекција и палпација омогућавају откривање абнормалности као 

што су масе и промене на кожи или брадавицама. Преглед укључује палпацију свих 

квадраната дојке, као и аксиларних и супраклавикуларних лимфних чворова (123). 

Радиолошко снимање: мамографија је златни стандард за скрининг код жена старијих од 

40 година. Ултразвук је користан за процену палпираних маса или код пацијената са 

густим дојкама. MRI се користи у сложеним случајевима, попут процене генетских 

предиспозиција или прецизног одређивања величине тумора (124). 

Биопсија: биопсија ткива дојке је стандардна метода за хистопатолошку анализу, док се 

фина иглена аспирација (енгл. Fine Needle Aspiration, FNA) примењује за цитолошку 

процену (123, 125). 

Хистопатолошка и имунохистохемијска анализа: анализа ткива одређује присуство 

тумора, његов тип и експресију хормонских рецептора (ER, PR, HER2) (126). 

Генетско тестирање и молекуларна анализа: тестови као што су Oncotype Dk и 

MammaPrint пружају процену ризика од рецидива и одговора на терапију (127). 
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CT и позитронска емисиона томографија (енгл. Positron Emission Tomography, PET): Ове 

методе се користе за процену метастаза и обима болести у узнапредовалим стадијумима 

(128). Комбинација ових метода омогућава свеобухватну процену и прилагођено 

планирање терапијских стратегија за сваког пацијента.  

 

1.2.4.3. Скрининг карцинома дојке 

Програми скрининга карцинома дојке уведени су за жене са просечним ризиком од 

развоја карцинома како би се оптимизовали исходи кроз рано откривање. За жене са 

јаком породичном историјом или познатим герминативним BRCA1/2 мутацијама и 

другим високоризичним патогеним варијантама, скрининг би требало да прати смернице 

ESMO (енгл. European Society for Medical Oncology, ESMO) за смањење ризика и 

скрининг карцинома у оквиру наследног синдрома дојке и јајника (129).  Скрининг за 

рано откривање карцинома дојке игра кључну улогу у смањењу морталитета, пре него 

што се клинички симптоми манифестују. Мамографија представља основну 

дијагностичку методу у овој области, користећи нискоенергетске рендгенске зраке за 

визуализацију ткива дојке. Бројне студије су показале да редован мамографски скрининг 

код жена у старосној доби изнад 40 година значајно смањује смртност од карцинома 

дојке, уз релативни ризик од смртног исхода (130). Поред мамографије, MRI се све чешће 

користи у скринингу, посебно код жена са високим ризиком, иако не постоје довољни 

докази да MRI пружа боље исходе у дугорочној превенцији карцинома дојке (131). 

Иако скрининг представља темељ раног откривања карцинома дојке и значајно 

доприноси смањењу смртности, остају изазови повезани са прекомерном дијагностиком, 

као и различитим ефектима у зависности од старосне групе пацијенткиња. 

 

1.2.5. Лечење карцинома дојке 

За третман карцинома дојке користи се више метода које се комбиновано користе за 

постизање оптималних резултата лечења. Ове методе укључују: хирургију, 

радиотерапију, хемиотерапију, циљану терапију, ендокрину терапију и неоадјувантну 

терапију, свака са специфичним разлозима и доказима о ефикасности. Управо из 

наведеног, лечење треба да обезбеди мултидисциплинарни тим који се састоји од 

хирурга за дојку, онколога, радиолога, патолога и клиничких медицинских сестара 

специјалиста, као и психолога, физиотерапеута и генетичара (132). 

 

1.2.5.1. Хируршки третман  

Хируршки третман представља основу локалног и регионалног третмана рака дојке. Циљ 

хирургије је уклањање тумора уз постизање доброг козметичког резултата. 

Мастектомија се користи када операција очувања дојке није могућа, док је операција 

очувања дојке, попут широке локалне ексцизије, погодна за мање туморе. Радиотерапија 

након операције очувања дојке значајно смањује ризик од рецидива. Уопштено, циљ 

операције уклањања рака дојке је елиминација тумора, одређивање стадијума болести и 

постизање доброг козметичког исхода (133). Операције очувања дојке, попут широке 

локалне ексцизије, укључују уклањање тумора са здравим ткивом ради хистолошке 

анализе, док радиотерапија након операције значајно смањује ризик од рецидива. У 

случајевима када очување дојке није могуће, мастектомија је алтернативни избор, често 

препоручен за пацијенте са BRCA1/2 мутацијама или када радиотерапија није опција. 

Обе методе имају сличне стопе рецидива и преживљавања (132, 133). Аксиларни чворови 

се процењују биопсијом сентинел чвора или дисекцијом у случају инвазивних тумора. 
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Позитивни сентинел чворови могу захтевати додатну дисекцију ради прогнозе и лечења, 

иако ово носи ризик лимфедема (134, 135). Пацијентима након мастектомије обично се 

нуди опција реконструкције дојке, која може бити аутологна или базирана на 

имплантатима, у зависности од индивидуалних фактора (136). 

 

1.2.5.2. Радиотерапија карцинома дојке 
 

Радиотерапија представља један од кључних стубова мултидисциплинарног приступа у 

лечењу карцинома дојке, доприносећи значајном смањењу стопе локалног рецидива и 

побољшању укупног преживљавања. Индикације за примену радиотерапије зависе од 

стадијума тумора, молекуларног подтипа и врсте хируршког захвата. Код пацијенткиња 

са раним стадијумом карцинома дојке, адјувантна радиотерапија након хируршког 

очувања дојке представља стандардну терапију, јер смањује локорегионални рецидив и 

продужава преживљавање без болести (137). Код пацијенткиња које су подвргнуте 

мастектомији, постмастектомијска радиотерапија је препоручена за оне са позитивним 

лимфним чворовима или високоризичним патолошким карактеристикама (138). Поред 

тога, радиотерапија игра кључну улогу у лечењу локално узнапредовалог и метастатског 

карцинома, пружајући палијативне користи код пацијената са коштаним и церебралним 

метастазама (139). 

Радиотерапија делује на ћелије карцинома изазивањем оштећења ДНК кроз два основна 

механизма. Директним деловањем, јонизујуће зрачење интерагује са молекулима ДНК, 

доводећи до промене њихове структуре. Индиректно, радијација подстиче апсорпцију 

високоенергетских таласних дужина од стране молекула у окружењу ДНК, што 

резултира формирањем високо реактивних слободних радикала. Ови радикали даље 

индукују стварање реактивних облика кисеоника, изазивајући оксидативни стрес који на 

крају доводи до смрти ћелија карцинома. Радиотерапија узрокује различите типове 

оштећења ДНК, укључујући стварање апуринских и апиримидинских места, 

једноланчане прекиде и дволанчане прекиде, при чему су дволанчани прекиди 

најозбиљнији и најтеже поправљиви (140).  

Савремене технологије значајно су унапредиле прецизност достављања дозе радијације, 

омогућавајући смањење оштећења здравих ткива и побољшање терапијских исхода. 

Једна од најважнијих иновација у овој области је интензитетом модулисана 

радиотерапија (енгл. Intensity-modulated radiation therapy), као и волуметријски 

модулисана арк терапија (енгл. Volumetric-modulated arc Therapy), које омогућавају бољу 

конформност дозе и минимизују оштећење околних органа (141, 142). Поред тога, метода 

задржавања даха током инспирације (енгл. Deep inspiration breath hold), примењује се 

како би се смањила изложеност срца радијацији, што је посебно важно код пацијенткиња 

са левостраним карциномом дојке (143). Још једна напредна техника је терапија 

протонским зрачењем која нуди побољшану дистрибуцију дозе и потенцијално смањену 

токсичност, мада су њене клиничке користи и даље предмет активних истраживања 

(144). Ове иновације представљају значајан корак ка персонализованом и прецизнијем 

приступу радиотерапији карцинома дојке, чиме се омогућава већа ефикасност лечења уз 

смањење ризика од нежељених ефеката.  

Иако је технолошки напредак омогућио смањење токсичности, радиотерапија и даље 

може изазвати акутне и касне нежељене ефекте. Акутни нежељени ефекти укључују 

радијациони дерматитис, умор и бол у дојци, који се обично повлаче након завршетка 

терапије (145). Касни нежељени ефекти укључују фиброзу, лимфедем и 

кардиотоксичност, што представља посебан проблем код пацијенткиња које примају 

зрачење леве стране грудног коша (146). Дугорочне последице укључују повећан ризик 

од исхемијске болести срца и секундарних малигнитета, што захтева пажљив одабир 
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пацијената и примену стратегија за умањење ризика (147, 148). Континуирана 

истраживања имају за циљ оптимизацију радиотерапијских протокола како би се 

постигли бољи терапијски исходи уз минимизацију нежељених ефеката. Радиотерапија 

карцинома дојке наставља да се унапређује, при чему се све више истражују краћи 

режими парцијалног зрачења дојке (енгл. Partial breast irradiation) и хипофракционисана 

постмастектомијска терапија (енгл. Hypofractionated post-mastectomy radiation therapy), 

који су тренутно у фази клиничких испитивања. Истовремено, туморска геномика све 

више добија на значају у персонализованом приступу радиотерапији, омогућавајући 

бољу селекцију пацијенткиња и оптимизацију терапијских исхода. Поред тога, 

пацијенткиње са метастатским карциномом дојке, посебно оне са олигометастатском 

болешћу, могу имати значајне користи од стереотаксичне радиотерапије тела (енгл. 

Stereotactic body radiation therapy), која побољшава локалну контролу болести и може 

допринети продужењу преживљавања (149). Додатно, вештачка интелигенција (енгл. 

Artificial intelligence) све више налази примену у планирању и испоруци радиотерапије, 

са потенцијалом да побољша прецизност зрачења, унапреди ефикасност лечења и смањи 

ризик од нежељених ефеката (150). 

 

1.2.5.3. Хемиотерапија и хормонска терапија карцинома дојке 
 

Системска терапија, која обухвата хемотерапију и хормонску терапију, представља 

основу у лечењу карцинома дојке, било као адјувантни третман ради смањења ризика од 

рецидива, било као примарна терапија код узнапредовалих и метастатских облика 

болести. Избор терапије зависи од биологије тумора, молекуларног подтипа и стадијума 

болести. Хемотерапија је посебно индикована код троструко негативног карцинома 

дојке, HER2-позитивне болести и случајева са високоризичним карактеристикама, док је 

хормонска терапија основни приступ лечењу хормон-рецептор позитивног карцинома 

дојке (151). Хемотерапијски агенси циљају брзо дељиве туморске ћелије различитим 

механизмима, укључујући оштећење ДНК, инхибицију митозе и поремећај поправних 

механизама. Агенси платине и алкилишући агенси изазивају ДНК адукте, док 

антиметаболити ометају синтезу ДНК. Инхибитори топоизомеразе доводе до прекида 

ДНК ланаца, док инхибитори микротубула (нпр. таксани, винка алкалоиди) нарушавају 

митозу, што доводи до ћелијске смрти. Инхибитори PARP-а (енгл. Poly-ADP ribose 

polymerase) повећавају ефикасност хемотерапије код тумора са BRCA мутацијама 

блокирајући механизме поправке ДНК. Механизми резистенције, укључујући контролне 

тачке ДНК оштећења, инхибиторе Bcl-2 и ABC транспортере, умањују ефикасност 

хемотерапије. Тренутна истраживања испитују стратегије које укључују таргетирање 

апоптотских путева, аутофагије и инхибицију механизама избацивања лекова како би се 

побољшали терапијски исходи (152). Хемотерапија се примењује у више клиничких 

сценарија, зависно од карактеристика тумора и фактора пацијента. Неоадјувантна 

хемотерапија се користи пре хируршког захвата код локално узнапредовалог карцинома 

дојке како би се смањила величина тумора, повећала могућност очувања дојке и 

проценио одговор на терапију (153). Адјувантна хемотерапија се примењује након 

хируршког лечења у циљу елиминације преосталих микрометастатских ћелија и 

смањења ризика од рецидива, посебно код пацијенткиња са захваћеним лимфним 

чворовима, троструко негативног карцинома дојке или HER2-позитивном болешћу, 

обично у оквиру антрациклин- и таксан-базираних режима (154). Код метастатског 

карцинома дојке, хемотерапија се користи палијативно како би се продужило 

преживљавање и побољшао квалитет живота. Избор терапије зависи од претходно 

примењених третмана, биологије тумора и толеранције пацијента. Најчешће коришћени 

агенси укључују капецитабин (орални антиметаболит), ерyбулин (инхибитор 
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микротубула за претходно лечене пацијенте) и платинасте агенсе (карбоплатин, 

цисплатин), који су посебно ефикасни код троструко негативног карцинома дојке и 

BRCA-мутираних тумора (155). Иако је хемотерапија ефикасна, она је повезана са 

значајним токсичностима које могу утицати на исходе лечења и квалитет живота 

пацијената. Хематолошка токсичност, укључујући неутропенију, повећава ризик од 

инфекција и може захтевати подршку гранулоцитног колоније-стимулишућег фактора 

(енгл. Granulocyte Colony-Stimulating Factor, G-CSF), док анемија и тромбоцитопенија 

могу захтевати трансфузије (156). Гастроинтестинални нежељени ефекти, попут 

мучнине, повраћања и дијареје, су чести, али се могу контролисати антиеметицима (157). 

Неуротоксичност, нарочито периферна неуропатија изазвана таксанима, као и 

кардиотоксичност, која се најчешће јавља код антрацклина, захтевају прилагођавање 

дозе и редовно кардиолошко праћење (158, 159). Поред тога, хемотерапија повећава 

ризик од секундарних малигнитета, нарочито леукемије и мијелодиспластичних 

синдрома (160). 

Код хормон-рецептор позитивног карцинома дојке, хормонска (ендокрина) терапија 

представља темељ лечења, са циљем блокирања естрогене сигнализације и инхибиције 

раста тумора. Најчешће коришћени агенси укључују селективне модулаторе 

естрогенских рецептора (SERMs), као што је тамоксифен, који делује као антагонист 

естрогена у ткиву дојке и примењује се код пременопаузалних и постменопаузалних 

жена (161); инхибиторе ароматазе, укључујући анастрозол, летрозол и ексеместан, који 

инхибирају синтезу естрогена и пожељни су код постменопаузалних пацијенткиња (162); 

као и супресију функције јајника применом агониста хормона који ослобађа 

лутеинизујући хормон, попут гозерелина и лупролида, који се често комбинују са 

инхибиторима ароматазе или тамоксифеном код пременопаузалних пацијенткиња (163). 

Ендокрина терапија се обично примењује у трајању од 5 година, у зависности од ризика 

од рецидива, и иако је генерално добро подношљива, може изазвати нежељене ефекте 

као што су валунге, остеопороза и тромбоемболијски догађаји (164). 
 

1.2.5.4. Циљана терапија карцинома дојке 
 

Развој циљане терапије значајно је унапредио лечење карцинома дојке, омогућавајући 

селективну интервенцију на молекулске механизме који регулишу раст и прогресију 

тумора. Код естроген-рецептор позитивног карцинома дојке, примена селективних 

модулатора естрогенских рецептора (енгл. Selective Estrogen Receptor Modulators, SERM) 

и инхибитора ароматазе (анастрозол, летрозол, ексеместан) ефикасно блокирају 

естрогенску сигнализацију, чиме се инхибира туморска пролиферација и прогресија 

болести (165, 166). Код HER2-позитивног карцинома дојке, значајан терапијски напредак 

постигнут је применом моноклонских антитела, као што су трастузумаб и пертузумаб, 

као и конјугованих терапијских агенаса попут трастузумаб емтанзин. Ипак, појава 

резистенције на ове терапије и даље представља значајан терапијски изазов. Троструко 

негативни карцином дојке, који не експримира хормонске рецепторе нити HER2, сматра 

се најизазовнијим за лечење. У терапијском приступу примењују се инхибитори PARP-а 

и инхибитори EGFR, као што је цетуксимаб. Стандардна хемотерапија, укључујући 

таксане и антрациклине, остаје основа лечења овог подтипа болести. Напредне циљане 

терапије, као што су инхибитори VEGF, попут бевацизумаба, инхибитори 

PI3K/AKT/mTOR сигналне пута, као и инхибитори тирозин-киназе (енгл. Tyrosine Kinase 

Inhibitors, TKI), показале су обећавајуће резултате у лечењу метастатског и терапијски 

резистентног карцинома дојке (165-168). HER2 протоонкоген, који је прекомерно 

експримиран у 10–12% случајева карцинома дојке, представља кључни терапијски циљ, 

с обзиром на његову улогу у малигној трансформацији и повезаност са неповољном 
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прогнозом. Димеризација HER2 са HER3 активира PI3K/AKT сигнални пут, који 

подстиче преживљавање туморских ћелија, што ову осу чини једним од најважнијих 

фокуса за нове терапијске стратегије (165).  

 

1.2.5.5. Имунотерапија карцинома дојке 

 

Развој имунотерапије карцинома дојке значајно је убрзан у последње две деценије, 

нарочито након увођења инхибитора контролних тачака имунског одговора (енгл. 

immune checkpoint inhibitors). До 2022. године, више од 450 клиничких испитивања било 

је посвећено имунотерапији карцинома дојке, са све већим фокусом на развој вакцина  и 

нових имунотерапијских стратегија. Иако су рана истраживања била углавном усмерена 

на метастатску болест, уочен је значајан помак ка неоадјувантним испитивањима код 

раног карцинома дојке (169). Имунотерапија карцинома дојке обухвата активне терапије 

(туморске вакцине), пасивне терапије (моноклонска антитела и адоптивни ћелијски 

трансфер), као и неспецифичне имуно-модулаторне терапије, попут инхибитора 

контролних тачака имунског одговора. Инхибитори PD-1 (енгл. Programmed cell death 

protein 1)/PD-L1 (енгл. Programmed cell death-ligand 1) показали су клиничке предности 

у лечењу метастатског троструко негативног карцинома дојке, нарочито у комбинацији 

са хемотерапијом или радиотерапијом, иако њихов утицај на укупно преживљавање 

(енгл. overall survival) остаје нејасан. Код хормон-рецептор позитивног и HER2-

позитивног карцинома дојке, инхибитори контролних тачака имали су ограничену 

ефикасност, али су одређене комбинационе стратегије у раном хормон-рецептор 

позитивног карциному показале потенцијал за повећање патолошког комплетног 

одговора (170, 171). Инхибитори CTLA-4, као што су тремелимумаб и ипилимумаб, 

делују обнављањем активности Т лимфоцита у борби против тумора. Иако су 

претклиничке студије показале потенцијалну ефикасност комбинације PD-1 и CTLA-4 

инхибитора, клинички резултати у лечењу карцинома дојке и даље су ограничени, што 

захтева додатна истраживања (170, 172).  

Ћелијска имунотерапија представља иновативан терапијски приступ који користи ћелије 

имунског система пацијента, укључујући Т лимфоците, урођеноубилачке ћелије (енгл. 

Natural killer cells) и макрофаге, у циљу елиминације туморских ћелија. Иако је ова 

стратегија показала изузетну ефикасност у лечењу хематолошких малигнитета, њена 

примена код карцинома дојке је ограничена због механизама избегавања имунског 

одговора и сложене туморске микросредине (173). CAR-T ћелијска терапија (енгл. 

Chimeric Antigen Receptor T cell, CAR-T) представља један од најперспективнијих 

приступа у лечењу HER2-позитивног карцинома дојке, али је њена клиничка примена 

праћена безбедносним изазовима, попут синдрома ослобађања цитокина (енгл. cytokine 

release syndrome) (173, 174). Савремене генерације CAR-T терапије усмерене су на 

побољшање ефикасности уз истовремено смањење токсичности. Као алтернативни 

приступ, CAR- урођеноубилачке ћелије представљају опцију са нижом токсичношћу, а 

њихова способност препознавања тумора кроз антиген-зависне и антиген-независне 

механизме чини их потенцијално ефикасним у терапији HER2-позитивног карцинома 

дојке. Тренутно се у клиничким студијама испитује њихова примена, често у 

комбинацији са другим имунотерапијама ради побољшања терапијских исхода. CAR-

макрофаги имају способност да инфилтришу туморско ткиво и мењају имуносупресивну 

туморску микросредину, чиме појачавају одговор имунског система против тумора. 

Преклиничке студије показале су охрабрујуће резултате, а тренутно су у току клиничка 

испитивања која процењују њихову терапијску примену. Иако су напредак и технолошке 

иновације у области ћелијске имунотерапије значајни, превазилажење имунске 

резистенције и оптимизација безбедносног профила терапије остају главни изазови (173). 
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Будућа истраживања усмерена су на даље унапређење CAR-базираних терапија, као и на 

испитивање стратегија комбинације различитих имунотерапијских приступа ради 

побољшања исхода лечења карцинома дојке.  

Истраживања у области вакцина против карцинома дојке интензивно су се фокусирала 

на HER2 и различите антигене повезане са тумором (енгл. tumor-associated antigens). 

Иако су резултати HER2-заснованих вакцина варирали, неке клиничке студије указују на 

њихов потенцијални терапијски значај код пацијенткиња са троструко негативним 

карциномом дојке. Упркос вишедеценијском истраживању, терапеутске вакцине против 

карцинома показале су само ограничену клиничку ефикасност. Међутим, савремени 

напредак у имунологији тумора довео је до развоја нових стратегија, укључујући 

персонализоване неоантигенске вакцине, ДНК вакцине и РНК вакцине, које обећавају 

већу специфичност и имуногеност. Поред терапијских приступа, све веће интересовање 

усмерено је на превентивну вакцинацију против карцинома. Посебно се истражује 

вакцинација против α-лакталбумина као потенцијална стратегија примарне превенције 

код пацијенткиња са високим ризиком за развој троструко негативног карцинома дојке 

(169). 

 

1.3. Примена комплекса прелазних метала у онкологији 

 

1.3.1. Meталотерапија 

Последњих деценија, једињења која садрже тешке метале привукла су значајну пажњу у 

научним и медицинским круговима због свог значајног имунотерапијског потенцијала. 

Ови комплекси, због своје способности да модулишу различите биолошке процесе и 

циљне молекуле, показују обећавајући утицај у лечењу карцинома и инфективних 

болести (175). Метали као што су платина (Pt), рутенијум (Ru), злато (Au), као и други 

метали попут лантана (La) и галијума (Ga), поседују разнолике и иновативне механизме 

деловања који омогућавају ефикаснији терапијски ефекат у поређењу са 

традиционалним органским једињењима (176). Ови метали, захваљујући својој 

способности да формирају комплексе са различитим лигандима, могу да показују већи 

спектар активности и способност да делују на различите молекулске мете у организму, 

што их чини перспективним кандидатима у лечењу болести. Клинички одобрени 

металотерапеутици, као што су цисплатина, карбоплатина и оксалаплатина, дуго су се 

користили као стандардна терапија за разне типове малигнитета (177). Иако су ти лекови 

били револуционарни у онкологији, њихова употреба је ограничена бројним факторима, 

укључујући лошу фармакокинетику, ниску акумулацију на циљним местима, високу 

токсичност и развој резистенције на лекове. Због тога је континуирано истраживање 

нових металних комплекса са побољшаним својствима неопходно за надоградњу 

постојећих терапија. У том контексту, недавно се све више истражује потенцијал 

комплекса метала као што су платина, рутенијум, иридијум, бакар, али и новији 

кандидати попут галијума и лантана (175, 176). Ови метали показују обећавајуће 

резултате као потенцијални антиканцерогени агенси, при чему су многи комплекси 

тешких метала, као што су комплекси сребра са пиридином, показали јак цитотоксички 

ефекат на хуманим и мишијим ћелијским линијама, укључујући ћелијске линије 

хепатоцелуларног карцинома (HepG2), аденокарцинома плућа (A549), карцинома 

дебелог црева (HT29) и карцинома дојке (MCF-7) (178). 

Комплекси метала представљају изузетно обећавајућу стратегију у дизајну нових 

терапијских деривата, који би могли да реше неке од највећих изазова у онкологији. Ова 

синергија између различитих метала не само да може повећати ефикасност у лечењу 
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тумора, већ и да омогући развој нових лекова који су ефикасни против резистентних 

облика карцинома, као и против различитих микробних инфекција (179). С тим у вези, 

истраживања у овом правцу постају све важнија, и постоји нада да ће нови комплекси 

прелазних метала донети значајан напредак у савременим терапијама. 

 

1.3.2. Антитуморска својства цисплатине 

Платина (Pt) је прелазни метал, познат по способности да мења свој оксидациони број и 

гради комплексе са различитим лигандама који садрже азот, кисеоник или хлор. Платина 

најчешће показује оксидационо стање +2, али може бити у различитим оксидационим 

стањима од +1 до +4 (180, 181). У зависности од броја језгара Pt(II) комплекси могу бити 

мононуклеарни или полинуклеарни, при чему полинуклеарни комплекси показују већи 

биолошки потенцијал од цисплатине, укључујући различите начине везивања за молекул 

ДНК, што може превазићи резистенцију на мононуклеарне комплексе (182). Цисплатина, 

као један од првих комплекса Pt(II), откривена је случајно 1965. године као 

антибактеријски агенс, а касније је показала значајно антитуморско дејство (183). 

Mеханизам њеног дејства подразумева везивање за молекул ДНК, где формира 

ковалентне везе са гуанином, нарушавајући структуру и функцију ДНК, што ћелију 

уводи у апоптозу (184, 185). Комплекси Pt(II) могу формирати различите врсте веза у 

молекулу ДНК, као што су укрштене везе или интеркалација, што доприноси њиховом 

цитотоксичном дејству (186). Цисплатина такође изазива формирање реактивних 

кисеоничних једињења и активирање туморсупресора p53, што зауставља ћелијски 

циклус (187). Међутим, употреба цисплатине је праћена нежељеним ефектима, као што 

су нефротоксичност, ототоксичност, мијелосупресија и кардиотоксичност (188). Такође, 

значајан терапијски проблем представља и развој резистенције, што се објашњава 

смањеном акумулацијом терапеутика у ћелији (189). Да би се превазишле ове потешкоће, 

синтетисани су нови комплекси, као што су карбоплатина и оксалиплатина, који показују 

смањену токсичност, али и развијају резистенцију у туморима који су резистентни на 

цисплатину. Оксалиплатина је одобрена за терапију колоректалног карцинома, док су 

комплекси Pt(IV) предмет интензивних истраживања, јер пружају могућност оралне 

примене и показују значајну антитуморску активност (190). Сатраплатина, један од ових 

комплекса, показала је велики потенцијал у лечењу тумора резистентних на цисплатину 

(191). Истовремено, истраживања показују да инкорпорирање комплекса платине у 

липозомалне партикуле побољшава њихов транспорт до ћелија и смањује нежељене 

ефекте, као што су нефротоксичност и неуропатија (192). Иако се велики број 

динуклеарних и полинуклеарних комплекса платине активно проучава, већина ових 

једињења још увек није прешла у клиничке фазе, већ су углавном у претклиничким 

истраживањима.  

 

1.3.3. Антитуморска својства паладијума (Pd) 

Последњих деценија, истраживања других прелазних метала постала су актуелна, пошто 

представљају обећавајућу основу за развој нових антитуморских агенаса. Паладијум и 

платина, припадаjу групи прелазних метала, а због својих физичких и хемијских 

сличности са платином, сматра се да комплекси који садрже паладијум имају 

антитуморска својства слична комплексима платине (193). Kомплекси паладијума(II) су 

недавно испитивани као потенцијални хемиотерапеутици, због њихових структурних и 

термодинамичких сличности са комплексима платине(II). Истраживања су показала да 

неки паладијум(II) комплекси показују сличну, па чак и бољу антитуморску активност у 

поређењу са цисплатином и њеним аналозима. На жалост, потенцијална терапијска 
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примена паладијум(II) комплекса значајно је отежана због њихове ниже стабилности у 

организму и веће реактивности према биомолекулима (194, 195).  

Комплекси паладијума(II) представљају перспективну категорију терапијских агенаса, 

захваљујући својој изразитој антитуморској активности која се заснива на способности 

да инхибирају раст туморских ћелија и изазову апоптозу (196, 197). Различити комплекси 

паладијума, укључујући тетрануклеарне, динуклеарне и мононуклеарне структуре, 

показали су изузетну цитотоксичност према различитим људским и животињским 

туморским ћелијским линијама. Један од значајних приступа у овим истраживањима је 

синтеза циклосметализованих комплекса паладијума и платине, који садрже пиренил-

деривате тио-семикарбазона. Oliveira и сарадници, показали су изузетну 

антипролиферативну активност против људских ћелија карцинома јајника A2780, са IC50 

вредностима које су ниже него код стандардне терапије-цисплатине, чиме показују 

потенцијал у лечењу малигнитета резистентних на цисплатину (198). Такође, 

комбиновани третман са комплексима паладијума(II) и хлорокином, леком који утиче на 

инхибицију аутофагије, показао је побољшану апоптозу у метастатском карциному 

простате, што резултира повећаном цитотоксичношћу и потенцијално корисним 

терапијским ефектом на карциноме који не одговарају на конвенционалну терапију (199). 

Динуклеарни комплекси паладијума, који користе различите пиридинске лиганде, 

показали су значајну цитотоксичност против хуманих (А549) и мишијих (LLC1) 

ћелијских линија карцинома плућа, као и хуманих (HCT116, SW480) и мишијих (CT26) 

ћелијских линија карцинома дебелог црева. Такође експримирају и висок афинитет за 

везивање за ДНК, што указује на њихов потенцијал да успоре раст тумора преко 

механизама који укључују директно везивање са ДНК (200). Karami и колеге су 

истраживали нове комплексе паладијума који садрже бензхидразид и 2-фуроични-

хидразид и показали су изразиту цитотоксичност према ћелијама мишијег карцинома 

дебелог црева (CT26) и дојке (4T1), а такође су демонстрирали способности да се везују 

за ДНК изазивајући апоптозу (201). Dannen и сарадници су утврдили да паладијум(II) 

комплекси са цианоксим лигандом имају изражена цитотоксична својства према 

хуманим ћелијама карцинома јајника (Hela) и колона (WiDr), са нивоима токсичности 

који су упоредиви са цисплатином, показујући значајну ефикасност у инхибицији раста 

тумора у in vivo моделима, уз минималне токсичне ефекте на здрава ткива (202). 

Kомплекси паладијума(II) су такође истраживани у оквиру фотодинамичке терапије 

(PDT), где је доказано да паладијум комплекси порфирина генеришу реактивне 

кисеоничне врсте (ROS) ефикасније него слободни порфирини, што повећава њихов 

потенцијал за лечење малигних тумора под светлосном радијацијом (203). Kомплекси 

паладијума(II) демонстрирају широк спектар антитуморских активности, било да делују 

као моно-агенси или у комбинацији са другим терапијским агенсима као што су 

фотодинамичка терапија. Они показују високу цитотоксичност, инхибирају 

пролиферацију ћелија и изазивају апоптозу различитих врста тумора, као и потенцијал 

за лечење тумора отпорних на традиционалне лекове као што је цисплатина. Ова својства 

чине паладијумове комплексе перспективним кандидатом за будуће терапије у лечењу 

канцера. 

 

 

1.4. Комплекси прелазних метала као антимикробни агенси 

 

Јони метала имају важну улогу у биолошким процесима, што их чини перспективним за 

развој антимикробних лекова. Атоми метала лако губе електроне, стварајући позитивне 

јоне који су растворљиви у биолошким течностима и омогућавају интеракцију са 

молекулима богатијим електронима, као што су ДНК и протеини (204). Због 
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специфичних хемијских својстава координационих комплекса и њихове 

тродимензионалне структуре, прелазни метали, укључујући платину и паладијум, 

показују велики потенцијал као антимикробни агенси. Антимикробна својства 

комплекса са металним јонима могу бити последица њихове способности да брзо 

размењују лиганде, генеришу реактивне кисеоничне врсте (ROS), оштећују ћелијске 

мембране микроорганизама или оштећују њихову ДНК (205). 

Комплекси платине су потврђени као снажни антимикробни агенси, а клиничка 

истраживања показују њихову ефикасност. Цисплатина је првобитно откривена као 

средство за инхибицију деобе бактерије Escherichia coli (183). Chlumsky и сарадници су 

испитивали механизме антимикробне активности наночестица које садрже платину(II) и 

паладијум(II). Ове наночестице су се показале ефикасне на четири бактеријске врсте 

(Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus) и 

узроковале оштећење ћелијских мембрана и зида, као и повећану продукцију ROS, 

оштећење ДНК и смрт бактерија (206). 

Такође, El-Attar и сарадници су показали да комплекс паладијума(II) поседује значајну 

антимикробну активност, посебно против Staphylococcus aureus, Bаcillus subtilis и 

Aspergillus fumigatus и са потенцијалном ефикасношћу против патогена резистентних на 

антибиотике и фунгициде (207). Zalevskaya и сарадници су такође доказали да комплекси 

паладијума показују значајну антимикробну активност, посебно против Candida 

albicans, Cryptococcus neoformans и MRSA (енгл. Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus ) (208). Такође, тетра-катјонски комплекси паладијума(II) показују снажан 

антимикробни ефекат кроз фото-инактивацију бактерија путем ROS (енгл. Reactive 

Oxygen Species, ROS) (209). Поред тога, наночестице са платином инхибирају 

размножавање бактерија у денталном плаку, као што су Streptococcus mutans, 

Enterococcus faecalis и Porphyromonas gingivalis (210). Ранија истраживања показала су 

да комплекси паладијума са различитим лигандима могу показати варијабилну 

антимикробну активност. На пример, комплекси паладијума(II) са тетрациклинима 

показали су активност против сојева Escherichia coli који су били резистентни на 

тетрациклине (211). 

Комплекси паладијума, због сличних хемијских и биолошких својстава као платина, али 

уз мању токсичност, бољу растворљивост у ткивима и липофилност, сматрају се 

перспективним за развој нових антимикробних лекова (212). Антимикробна својства 

комплекса који садрже јоне Pt, Pd и друге прелазне метале чине их важним за будућа 

истраживања усмерена на развој нових и ефикасних антимикробних агенаса. 

  

1.5. Деривати етилендиамин и пропилендиамин-N,N'-диацетата  
 

До сада је синтетисано и описано доста лиганада edda типа , као и њихових структурних 

деривата. Неки од њих су етилендиамин-N,N'-диацетат (edda), N,N'-диметил-

етилендиамин-N,N'-диацетат (dmedda), етилендиамин-N,N'-ди-3-пропаноат (eddp), 

eтилендиамин-N,N'-ди-(S,S)-2-пропаноат ((S,S)-eddp), eтилендиамин-N,N'-ди-(S,S)-2-(3-

метил)-бутаноат ((S,S)-eddv)), 1,3-пропандиамин-N,N'-диацетат (1,3-pdda), 1,3-

пропандиамин-N,N'-ди-3-пропаноат(1,3-pddp), 1,3-пропандиамин-N,N'-ди-2-(3-цикло 

хексил) пропаноат (1,3-pddchxp). 

Деривати edda лиганда, као и његови хомолози, пружају нове могућности за истраживање 

у хемији комплекса, као и за примену у индустријским и биолошким процесима, због 

своје способност да формирају стабилне и селективне комплексе. 

Етилендиамин-N,N'-диацетат (edda) је тетрадентатни лиганд, што значи да може да се 

координује са металним јоном путем четири донорска атома - два атома азота и два атома 

кисеоника. Ова структура омогућава едда лиганду да формира стабилне комплексе са 
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различитим металима. Из edda лиганда изведено је много различитих деривата, који могу 

имати различите супституције на основним функционалним групама. На пример: N- или 

C- супституисани деривати edda - у овим случајевима, атоми азота или угљеника на edda 

молекулу су замењени за друге групе, што може изменити својства лиганда и његову 

способност координације са металима. Затим хомолози edda - то су деривати који су 

структурно слични edda, али имају продужене ланце. На пример: 1,3-пропандиамин-N,N'-

дисирћетна киселина (H2pdda) - овај молекул има продужени диамински ланац и две 

ацетатне групе; етилендиамин-N,N'-ди-3-пропионска киселина (H2eddp) - овај молекул 

садржи продужени карбоксилатни ланац и може бити примењен за стварање још 

стабилнијих комплекса са металним јонима. Наведени лиганди се могу синтетисати по 

методи коју је патентирао Берсворт (Bersworth) још 1955. године (213) и најчешће се 

координују тетрадентатно за централни метални јон. Лиганди овог типа се лако подлежу 

реакцији естерификације према већ познатој методи (214). 

Ова једињења су често коришћена као хелатни лиганди захваљујући својој изузетној 

способности да формирају стабилне комплексе са металним јонима различитих 

оксидационих стања (двовалетним, тровалентним и четворовалентним). 

Поред значаја у координационој хемији, лиганди овог типа имају и важно место у 

бионеорганској хемији, зато што неки од естерификованих деривата показују значајну 

биолошку активност. На пример естри попут (S,S)-етилендиамин-N,N'-di-2-                          

(3-циклохексил) пропанске киселине и (S,S)-1,3-пропилендиамин-N,N'-di-2-                           

(3-циклохексил) пропанске киселине испољавају антитуморску активност која је 

упоредива, па чак и суперорнија у односу на цисплатину (215, 216). 
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2. ЦИЉЕВИ И ХИПОТЕЗЕ 

ИСТРАЖИВАЊА 
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2.1. Циљ истраживања 

 

Основни циљ овог истраживања je испитивање антитуморског дејства комплекса 

паладијума(II)  са диалкил естрима (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине. 

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

1. Синтетисати тетрадентентатни лиганд (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-

хидрокси-бензил)) сирћетне киселине, (H2-(S,S-(pddtyr). 

2. Синтетисати О,О'-диалкил естре тетрадентатног лиганда (S,S)-пропилендиамин-

N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил)) сирћетне киселине, (R2-(S,S-(pddtyr): 

• O,O'-диетил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил)) 

сирћетне киселине,  

• O,O'-дипропил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине,  

• O,O'-дибутил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил)) 

сирћетне киселине,  

• O,O'-дипентил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине. 

3. Синтетисати одговарајуће паладијум(II) комплексе са О,О'-диалкил естрима  

      (H2-(S,S-(pddtyr) лиганда: 

• дихлоро-O,O'-диетил-(S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) ацетато паладијум(II) комплекс, 

• дихлоро-O,O'-дипропил-(S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) ацетато паладијум(II) комплекс,  

• дихлоро-O,O'-дибутил-(S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) ацетато паладијум(II) комплекс,  

• дихлоро-O,O'-дипентил-(S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) ацетато паладијум(II) комплекс. 

4. Састав добијених лиганада и комплекса утврдити на основу резултата 

елементалне микроанализе. 

5. Структуру лиганада и награђених комплека предвидети на основу њихових 

инфрацрвених и нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара (1H и 13C NMR). 

6. Анализа потенцијалног антитуморског ефекта синтетисаних комплекса 

паладијума(II) in vitro на мишијим ћелијским линијама колоректаног карцинома 

(CT26), карцинома дојке (4T1) и мезенхималних матичних ћелија (mMSCs) и 

хуманим ћелијским линијама карцинома колона (HCT116) и карцинома дојке  

(MDA-MB-468). 

7. Анализа релативног односа некротске и апоптотске смрти туморских ћелија 

хуманог карцинома колона (HCT116)  изазване испитиваним комплексима 

паладијума(II). 
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8. Анализа молекулских механизама потенцијалне про-апоптотске активности 

комплекса паладијума(II). 

9. Испитати утицај новосинтетисаних комплекса паладијума(II) на ћелијски циклус 

HCT116 ћелија in vitro. 

2.2. Радне хипотезе истраживања 

1. Добијени резултати елементалне микроанализе за паладијум(II) комплексе 

показују да су израчунате вредности у сагласности са нађеним вредностима за 

процентуални састав угљеника, водоника и азота. 

2. IR ( енгл. Infrared ) и NMR (1H и 13C) спектри за паладијум(II) комплексе показују 

предвиђену структуру комплекса. 

3. Новосинтетисани комплекси паладијума(II) показују значајни цитотоксички 

ефекат на малигне ћелије (СТ26 (енгл. Colon Tumor 26 ), 4Т1 (енгл. 4 Tumor 1 ), 

НСТ116 (енгл. Human Colorectal Tumor 116 ) , MDA-MB-468 (енгл. MDA-M.D. 

Anderson Cancer Center, MB- Metastatic Breast 468) у in vitro условима у поређењу 

са слабијим цитотоксичним ефектом на мишије мезенхималне матичне ћелије 

mMSCs (енгл. mouse Mesenchymal Stem Cells ). 

4. Новосинтетисани комплекси паладијума(II) индукују апоптотску смрт малигних 

ћелија 

5. Новосинтетисани комплекси паладијума(II) повећавају експресију ефекторских 

апоптотских протеина,  каспазе-3. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 
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3.1. Хемикалије и инструменти  

Хемикалије потребне за синтезу лиганада и комплекса су набављене из комерцијалних 

извора и коришћене без додатног пречишћавања. Тетрадентатни лиганд,  

H2-S,S-pddtyr·2HCl·2H2O, односно (S,S)-пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетна киселина дихлорхидрат дихидрат, синтетисан је према раније 

описаној процедури (217). У раствор који је добијен растварањем 1,12 g (0,028 mol) 

натријум-хидроксида (NaOH) у довољној количини воде додаје се у малим порцијама 

5,00 g (0,028 mol) тирозина. Смеша се рефлуктује 3 сата уз постепено додавање 1,43 mL 

(0,014 mol, ρ=1,98 g/mL) 1,3-дибромпропана и 1,48 g (0,014 mol) анхидрованог натријум-

карбоната (Na2CO3). Након рефлуктовања реакциона смеша се охлади и уз помоћ 

раствора хлороводоничне киселине (HCl) (1:1) подеси се pH вредност на 5. Издваја се 

беж талог који се процеди, испере водом и осуши на ваздуху. 

Елементалне микроанализе (C,H,N) су урађене применом стандардних аналитичких 

метода на Институту за информационе технологије, Универзитета у Крагујевцу, 

Републике Србије. Инфрацрвени (IR) спектри снимљени су на PerkinElmer, Spectrum Two 

FT-IR спектрофотометру, применом KBr технике у опсегу од 400 до 4000 cm-1. Снимање 

нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара (1H и 13C NMR) синтетисаних једињења 

вршена су помоћу спектрофотометра Varian Gemini-2000 (200 MHz) користећи  

DMSO-d6 као растварач. Хемијска померања су дата у односу на тетраметилсилан (TMS) 

као стандард. 

Хумани серум албумина (ХСА), ДНК који је изолован из грудне жлезде телета                

(ЦТ-ДНК), етидијум бромид (EB) и диметилсулфоксид (DMSO) су купљени од Sigma-

Aldrich и коришћени су без пречишћавања. Раствори ХСА, ДНК и EB припремљени су 

растварањем у фосфатном пуферу (PBS, 5×10-2 mol dm-3, pH 7,4) уз додатак 0,15 mol/dm3 

NaCl, након чега су мешани на 277 K током 3 дана и чувани до једне недеље. 

Концентрација основног раствора ЦТ-ДНК одређена је UV апсорпцијом на 260 nm, 

користећи моларни апсорпциони коефицијент од 6600 dm3 mol-1 cm (218). Чистоћа ДНК 

потврђена је одређивањем односа апсорбанције при 260/280 nm, који је био у опсегу 1,8-

1,9, указујући на довољну чистоћу ДНК без присуства протеина (219). За припрему свих 

раствора коришћена је бидестилована вода. Емисиона мерења су спроведена помоћу RF-

1501 PC спектрофлуорометра (Shimadzu, Japan). Таласна дужина за ексцитацију је 

фиксирана, док је опсег емисије подешен пре почетка мерења, уз ширење прореза за 

ексцитацију и емисију на 10 nm. Мерења вискозности спроведена су коришћењем Anton 

Paar DMA 4100 M вискозиметра. 

3.2. Синтезa лиганада (L1-L4) 

Поступак синтезе диалкилестара је већ раније описан (220). У 40 mL апсолутног 

алкохола (етанол, n-пропанол, n-бутанол или n-пентанол) претходно засићеног 

гасовитим хлороводоником додаје се 5 g (9,82 mmol) претходно синтетисане (S,S)-

пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил)) сирћетне киселине, H2-S,S-

pddtyr·2HCl·2H2O (Шема 1) уз рефлуктовање реакционе смеше у трајању од 12 сати. 

Након хлађења реакционе смеше до собне температуре, врши се упаравање до сува 

помоћу вакуум упаривача. Настали окер талог је остављен да одстоји преко ноћи. Потом 

се награђеном естру додаје раствор етилацетата и након третмана у ултразвучној кади 

добијена суспензија је одвојена центрифугирањем. Талог добијен центифугирањем је 

испран етром. 
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Шема 1. Општа процедура за синтезу нових лиганада (L1-L4). 

О,О′-диетил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-бензил)) 

сирћетне киселине дихлорхидрат, Et2-S,S-pddtyr·2HCl (L1) 

Принoс за О,О′-диетил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине дихлорхидрата, Et2-S,S-pddtyr·2HCl је 3,45 g (66,1%).  

Резултати елементалне микроанализе за лиганд Et2-S,S-pddtyr·2HCl, М (C25H36Cl2N2O6) = 

531,44 g, израчунато (%): C, 56,49; H, 6,83; N, 5,27; нађено (%): C, 56,65; H, 6,96; N, 5,34.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,96-1,11 (t, 6H, C11H3), 2,05-2,31 (m, 2H, C9H2), 

2,86-3,19 (m, 4H, C8H2), 3,28-3,41 (dd, 4H, C3H2), 3,95-4,09 (m, 4H, C10H2), 4,11-4,22 (m, 

2H, C2H), 6,65-6,78 (m, 4H, C6a,6bH), 6,96-7,12 (m, 4H, C5a,5bH), 8,38-8,71 (s, 2H, OH), 9,51-

10,43 (d, 4H, NH2).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,88 (C11H3), 22,51 (C9H2), 34,48 (C3H2), 43,43 

(C8H2), 61,86 (C2H), 65,05 (C10H2), 115,42 (C6a,6bH), 124,32 (C4), 130,43 (C5a,5bH), 156,78 

(C7H), 168,29 (C1OOEt). 

 IR (cm-1): 3080-3030 (ν(=CH))ar, 2980-2850 (ν(CH)), 1737 (ν(C=O)), 1614, 1516, 1467, 1446 

(ν(C=C)ar), 1234 (νas(C–O)), 1175(νs(C–O)), 851, 830, 781 (γar(=CH)). 

O,O′-дипропил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил))сирћетне ксиелине, дихлорхидрат, Pr2-S,S-pddtyr·2HCl (L2) 

Принос за O,O′-дипропил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине, дихлорхидрата, Pr2-S,S-pddtyr·2HCl је 3,78 g (68,8%). 

Резултати елементалне микроанализе за лиганд Pr2-S,S-pddtyr·2HCl, М(C27H40Cl2N2O6) = 

559,49 g, израчунато (%):  C, 57,96; H, 7,21; N, 5,00; нађено (%): C, 58,14; H, 7,33; N, 5,04.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,67-0,81 (t, 6H, C12H3), 1,34-1,54 (m, 4H, C11H2), 

2,07-2,28 (m, 2H, C9H2), 2,87-3,17 (m, 4H, C8H2), 3,27-3,41 (dd, 4H, C3H2), 3,89-4,02 (m, 4H, 

C10H2), 4,08-4,24 (m, 2H, C2H), 6,67-6,78 (m, 4H, C6a,6bH), 6,97-7,10 (m, 4H, C5a,5bH), 8,55-

8,75 (s, 2H, OH), 9,49-10,48 (d, 4H, NH2).  
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13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 10,25 (C12H3), 21,30 (C11H2), 22,55 (C9H2), 34,48 

(C3H2), 43,38 (C8H2), 60,81 (C2H), 67,28 (C10H2), 115,45 (C6a,6bH), 124,30 (C4), 130,32 

(C5a,5bH), 156,77 (C7H), 168,36 (C1OOPr). 

 IR (cm-1): 3090-3030 (ν(=CH)ar), 2939-2879 (ν(CH)), 1737 (ν(C=O)), 1615, 1595, 1517, 1463, 

1448 (ν(C=C)ar), 1230 (νas(C–O)), 1175 (νs(C–O)), 928, 827, 781 (γar(=CH)). 

O,O′-дибутил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-бензил)) 

сирћетне киселине дихлорхидрат, Bu2-S,S-pddtyr·2HCl (L3) 

Принос за O,O′-дибутил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине дихлорхидрата, Bu2-S,S-pddtyr је 3,39 g (62,3%).  

Резултати елементалне микроанализе за лиганд Bu2-S,S-pddtyr·2HCl, М(C29H44Cl2N2O6)= 

587,54 g, израчунато (%):  C, 59,28; H, 7,55; N, 4,76; нађено (%): C, 59,39; H, 7,62; N, 4,79.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,89-0,95 (t, 6H, C13H3), 0,67-0,81 (m, 4H, C12H3), 

1,34-1,54 (m, 4H, C11H2), 2,07-2,28 (m, 2H, C9H2), 2,87-3,17 (m, 4H, C8H2), 3,27-3,41 (dd, 

4H, C3H2), 3,89-4,02 (m, 4H, C10H2), 4,08-4,24 (m, 2H, C2H), 6,67-6,78 (m, 4H, C6a,6bH), 6,97-

7,10 (m, 4H, C5a,5bH), 8,55-8,75 (s, 2H, OH), 9,49-10,48 (d, 4H, NH2).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,56 (C13H3), 18,49 (C12H2), 22,51 (C9H2), 29,87 

(C11H2), 34,46 (C3H2), 43,35 (C8H2), 60,78 (C2H), 65,43 (C10H2), 115,40 (C6a,6bH), 124,27 

(C4), 130,25 (C5a,5bH), 156,77 (C7H), 168,34 (C1OOBu).  

IR (cm-1): 3095-3028 (ν(=CH)ar), 2936-2873 (ν(CH)), 1740 (ν(C=O)), 1615, 1596, 1464, 1448 

(ν(C=C)ar), 1243 (νas(C–O)), 1176 (νs(C–O)), 934, 830, 784 (γar(=CH)). 

 O,O′-дипентил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-бензил)) 

сирћетне киселине  дихлорхидрат, Pe2-S,S-pddtyr·2HCl (L4) 

Принос за O,O′-дипентил естар (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил)) сирћетне киселине  дихлорхидрата, Pe2-S,S-pddtyr·2HCl је 3,86 g (63,9%).  

Резултати елементалне микроанализе за лиганд Pe2-S,S-pddtyr·2HCl , М( C31H48Cl2N2O6) 

= 615,59 g, израчунато (%): C, 60,48; H, 7,86; N, 4,55; нађено (%): C, 60,57; H, 7,83; N, 

4,62.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,74-0,90 (t, 6H, C14H3), 0,97-1,28 (m, 8H, C13H2, 

C12H2), 1,31-1,50 (m, 4H, C11H3), 2,07-2,26 (m, 2H, C9H2), 2,84-3,16 (m, 4H, C8H2), 3,23-3,42 

(dd, 4H, C3H2), 3,89-4,05 (m, 4H, C10H2), 4,07-4,24 (m, 2H, C2H), 6,67-6,76 (m, 4H, C6a,6bH), 

6,95-7,07 (m, 4H, C5a,5bH), 8,51-8,81 (s, 2H, OH), 9,40-10,41 (d, 4H, NH2).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,94 (C14H3), 21,85 (C13H2), 22,68 (C9H2), 27,46 

(C12H2), 27,58 (C11H2), 34,58 (C3H2), 43,47 (C8H2), 60,84 (C2H), 65,76 (C10H2), 115,42 

(C6a,6bH), 124,36 (C4), 130,30 (C5a,5bH), 156,80 (C7H), 168,57 (C1OOPe).  

IR (cm-1): 3100-3030 (ν(=CH)ar), 2934-2871 (ν(CH)), 1738 (ν(C=O)), 1614, 1595, 1466 

(ν(C=C)ar), 1235 (νas(C–O)), 1175 (νs(C–O)), 958, 829, 780 (γar(=CH)). 
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3.3. Синтеза комплекса (C1-C4) 

У водени раствор K2[PdCl4] (0,1 g, 0,306 mmol) постепено се у малим порцијама додаје 

еквимоларна количина лиганда L1 (0,1626 g), L2 (0,1712 g), L3 (0,1797 g) или L4  

(0,1884 g) (Шема 2). Пре додавања, естри су растворени у води и неутралисани литијум 

хидроксидом (LiOH) у молском односу 1:2. Реакциона смеша се меша 2 сата након чега 

се добијени окер талог одвоји цеђењем, испере водом и суши на ваздуху.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Шема 2. Општи приказ синтезе комплекса C1-C4 са нумеричким ознакама коришћеним 

при тумачењу NMR спектара 

 

Дихлоридо-(O,O′)-диетил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил))ацетато-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Et2-S,S-pddtyr)] (C1) 

Принос за дихлоридо-(O,O′)-диетил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси 

-бензил))ацетато-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Et2-S,S-pddtyr)] је 0,1266 g (65%). 

Резултати елементалне микроанализе за комплекс [PdCl2(Et2-S,S-pddtyr)], 

М(C25H34Cl2N2O6Pd) = 635,84 g, израчунато (%):  C, 47,22; H, 5,39; N, 4,41; нађено (%): C, 

47,31; H, 5,42; N, 4,46. 

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,82-1,16 (t, 6H, C11H3), 1,62-1,88 (m, 2H, C9H2), 

2,67-3,16 (m, 8H, C8H2, C3H2), 3,81-4,22 (m, 6H, C10H2, C
2H), 6,55-6,75 (m, 4H, C6a,6bH), 

6,90-7,19 (m, 4H, C5a,5bH), 9,24-9,43 (s, 2H, OH), 5,16-5,79 (d, 2H, NH).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,74 (C11H3), 28,79 (C9H2), 39,98 (C3H2), 50,71 

(C8H2), 61,01 (C2H), 61,36 (C10H2), 115,25 (C6a,6bH), 125,94 (C4), 130,02 (C5a,5bH), 156,39 

(C7H), 170,47 (C1OOEt).  



 

37 
 

IR (cm-1): 3212 (ν(NH)), 3065 (ν(=CH)ar), 3020-2937 (ν(CH)), 1727 (ν(C=O)), 1612, 1444 

(ν(C=C)ar), 1237 (νas(C–O)), 1176 (νs(C–O)), 962, 827, 735 (γar(=CH)), 540 (Pd–N). 

Дихлоридо-(O,O′)-дипропил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил))ацетато-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Pr2-S,S-pddtyr)] (C2) 

Принос за дихлоридо-(O,O′)-дипропил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-

хидрокси-бензил)) ацетато-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Pr2-S,S-pddtyr)], је 0,1403 g 

(69%).  

Резултати елементалне микроанализе за комплекс [PdCl2(Pr2-S,S-pddtyr)], 

М(C27H38Cl2N2O6Pd)= 663,89 g, израчунато (%):  C, 48,84; H, 5,77; N, 4,21; нађено (%): C, 

48,99; H, 5,81; N, 4,39.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,49-0,88 (t, 6H, C12H3), 1,16-1,56 (m, 4H, C11H2), 

1,64-1,92 (m, 2H, C9H2), 2,65-3,17 (m, 8H, C8H2, C
3H2), 3,74-4,05 (m, 4H, C10H2, C

2H), 6,55-

6,77 (m, 4H, C6a,6bH), 6,86-7,06 (m, 4H, C5a,5bH), 9,22-9,45 (s, 2H, OH), 5,17-5,73 (d, 2H, 

NH).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 10,14 (C12H3), 21,30 (C11H2), 29,11 (C9H2), 39,95 

(C3H2), 49,69 (C8H2), 66,65 (C2H), 66,87 (C10H2), 115,23 (C6a,6bH), 125,93 (C4), 130,08 

(C5a,5bH), 156,35 (C7H), 170,56 (C1OOPr). 

 IR (cm-1): 3213 (ν(NH)), 3032 (ν(=CH)ar), 2970-2881 (ν(CH)), 1729 (ν(C=O)), 1613, 1445 

(ν(C=C)ar), 1237 (νas(C–O)), 1176 (νs(C–O)), 931, 827, 735 (γar(=CH)), 543 (Pd–N). 

Дихлоридо-(O,O′)-дибутил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил))ацетатo-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Bu2-S,S-pddtyr)] (C3) 

Принос за дихлоридо-(O,O′)-дибутил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-

хидрокси-бензил))ацетатo-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Bu2-S,S-pddtyr)] је 0,1547 g 

(73%). Резултати елементалне микроанализе за комплекс [PdCl2(Bu2-S,S-pddtyr)], 

М(C29H42Cl2N2O6Pd) = 691,94 g, израчунато (%):  C, 50,33; H, 6,11; N, 4,04; нађено (%): C, 

50,32; H, 6,25; N, 4,15.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,66-0,89 (t, 6H, C13H3), 0,92-1,49 (m, 8H, C12H3, 

C11H2), 1,59-1,93 (m, 2H, C9H2), 2,66-3,14 (m, 8H, C8H2, C
3H2), 3,75-4,16 (m, 6H, C10H2, 

C2H), 6,59-6,77 (m, 4H, C6a,6bH), 6,90-7,08 (m, 4H, C5a,5bH), 9,25-9,42 (s, 2H, OH), 5,15-5,66 

(d, 2H, NH).  

13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,54 (C13H3), 18,47 (C12H2), 29,91 (C11H2), 30,38 

(C9H2), 39,98 (C3H2), 49,19 (C8H2), 64,41 (C2H), 65,05 (C10H2), 115,41 (C6a,6bH), 125,88 (C4), 

130,05 (C5a,5bH), 156,36 (C7H), 170,48 (C1OOBu).  

IR (cm-1): 3212 (ν(NH)), 3030 (ν(=CH)ar), 2960-2872 (ν(CH)), 1726 (ν(C=O)), 1612, 1446 

(ν(C=C)ar), 1239 (νas(C–O)), 1175 (νs(C–O)), 936, 826, 736 (γar(=CH)), 540 (Pd–N). 

Дихлоридо-(O,O′)-дипентил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-

бензил))ацетатo-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Pe2-S,S-pddtyr)] (C4) 

Принос за дихлоридо-(O,O′)-дипентил-(S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-

хидрокси-бензил)) ацетатo-паладијум(II) комплекс, [PdCl2(Pe2-S,S-pddtyr)] је 0,1367 g 

(62%). Резултати елементалне микроанализе за комплекс [PdCl2(Pe2-S,S-pddtyr)], 

М(C31H46Cl2N2O6Pd) = 719,97 g, израчунато (%):  C, 51,71; H, 6,44; N, 3,88; нађено (%): C, 

51,86; H, 6,56; N, 4,02.  

1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 0,71-0,94 (t, 6H, C14H3), 1,03-1,32 (m, 8H, C13H2, 

C12H2), 1,35-1,52 (m, 4H, C11H3), 1,58-1,80 (m, 2H, C9H2), 2,63-3,11 (m, 8H, C8H2, C
3H2), 
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3,76-4,13 (m, 6H, C10H2, C2H), 6,58-6,76 (m, 4H, C6a,6bH), 6,86-7,06 (m, 4H,  

C5a,5b H), 9,22-9,39 (s, 2H, OH), 5,23-5,58 (d, 2H, NH). 

 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 13,85 (C14H3), 21,80 (C13H2), 27,41 (C12H2), 27,52 

(C11H2), 32,33 (C9H2), 39,97 (C3H2), 50,20 (C8H2), 64,92 (C2H), 65,07 (C10H2), 115,39 

(C6a,6bH), 125,13 (C4), 130,05 (C5a,5bH), 156,41 (C7H), 170,79 (C1OOPe).  

IR (cm-1): 3210 (ν(NH)), 3030 (ν(=CH)ar), 2956-2867 (ν(CH)), 1723 (ν(C=O)), 1612, 1444 

(ν(C=C)ar), 1236 (νas(C–O)), 1176 (νs(C–O)), 957, 825, 732 (γar(=CH)), 541 (Pd–N). 

3.4. Интеракције са биолошки значајним молекулима  

3.4.1. Интеракције са хуманим серумом албумина (ХСА) 

Студије везивања за хумани серум албуминa (енгл. Human Serum Albumin, HSA) 

спроведене су мерењем смањења или гашења флуоресценције триптофанског остатка 

ХСА (2,0×10-5 M) у фосфатном пуферу (pH 7,4), у присуству и одсуству комплекса. 

Флуоресцентни спектри забележени су у опсегу од 310 до 450 nm при таласној дужини 

ексцитације од 295 nm. Гашење флуоресценције описује се Стерн-Волмеровом 

једначином (221): 

𝐹0

𝐹
=1+Kqτ0[Q]=1+KSV[Q]                                                                                      једначина (1)   

где је F0 интензитет емисије у одсуству једињења, F интензитет емисије у присуству 

једињења, KSV Стерн–Волмерова константа гашења, Kq константа гашења, τ0 (10-8s) (222) 

просечни животни век ХСА без комплекса и [Q] концентрација једињења. Вредност KSV 

добија се као нагиб праве F0/F у односу на [Q]. 

Константа везивања (Kb) и број места везивања (n) за систем ХСА-комплекс могу се 

проценити применом следеће једначине (221), користећи податке о интензитету 

флуоресценције: 

log 𝐹0−F

F
 = log K + nlog[Q]                                                                                 једначина (2)     

Вредности K и n добијене су из пресека и нагиба праве log(F0−F)/F у односу на log[Q]. 

3.4.2. Интеракције са ДНК 

Интеракције са ЦТ-ДНК (енгл. Calf Thymus DNA ) праћене су применом емисионе 

спектроскопије на собној температури у PBS пуферу (pH 7,4). Комплекси су растворени 

у смеши од 5% DMSO и 95% PBS пуфера, који је коришћен као растварач у свим 

експериментима. Мерења флуоресценције извршена су ради испитивања могућности 

дислокације етидијум-бромида.  

Раствору ДНК ([ДНК] = 2,27×10-3 mol/dm³) најпре се додаје етидијум-бромид  

([EB] = 2,0×10-5 mol/dm³), а затим се након 30 минута у раствор са етидијум-бромидом 

додаје раствор испитиваних једињења у различитим концентрацијама (0-6×10-5 mol/dm³) 

и мери се промена у интензитету флуоресценције. Спектри су снимани у опсегу таласних 

дужина од 550 - 700 nm са екситацијом на 323 nm.. 

KSV је одређена Стерн-Волмеровом једначином, аналогно методологији примењеној у 

oдељку изнад који говори о везивању за ХСА. 
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3.4.3. Мерење вискозности 

Промене у вискозности ДНК мерене су на собној температури у присуству растућих 

концентрација испитиваних једињења (C1-C4). Вредности густине добијене су 

директним очитавањем и приказане су графички. 

3.5. Евалуација цитотоксичне активности 

3.5.1. Ћелијске линије хуманог и мишјег порекла  

У овој студији је коришћен панел ћелијских линија, укључујући мишје (4T1) и хумане 

(MDA-MB-468) ћелије карцинома дојке, као и мишје (CT26) и хумане (HCT116) ћелије 

колоректалног карцинома, а за процену селективности испитиваних комплекса 

коришћена је ћелијска линија мишјих мезенхималних матичних ћелија (mMSC) 

произвођача Gibco (Табела 1). Сви експерименти су спроведени уз одобрење Етичког 

одбора Факултета медицинских наука у Крагујевцу. 

Табела 1. Мишје и хумане ћелијске линије коришћене у истраживању 

Ћелијске линије Мишјег порекла Хуманог порекла 

Карцином дојке 4T1 (ATCC CRL-2539™) MDA-MB 468 (ATCC HTB-132™) 

Колоректални 

карцином 
CT26 (ATCC CRL-2638 ™) HCT116 (ATCC CCL-247 ™) 

Мезенхималне 

матичне ћелије 
mMSC (Gibco S1502-100™) 

 

/ 

 

Све ћелијске линије су култивисане у DMEM (енгл. Dulbecco`s Modified Eagles Medium), 

прозвођача Sigma-Aldrich, Munich, Germany, уз додатак 10% феталног говеђег серума 

(енгл. Fetal Bovine Serum, FBS), L-глутамина, пеницилина (100 IU/mL), стрептомицина 

(100 μg/mL) и неесенцијалних аминокиселина (Sigma-Aldrich, Munich, Germany). 

Култивисање је обављено у асептичним, контролисаним условима са 5% CO2, према 

стандардним протоколима. За све експерименте коришћене су само суспензије ћелија са 

вијабилношћу изнад 95%. Вијабилност ћелија је процењивана применом trypan-blue боје, 

што представља важан корак у обезбеђивању поузданости и валидности 

експерименталних резултата.  

3.5.2. Тест цитотоксичности  

Цитотоксични ефекат комплекса и лиганада је испитан применом MTT теста (3-(4,5-

диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум бромид) (Sigma-Aldrich, Munich, 

Germany) по већ утврђенoj процедури (223) и упоређен са дејством цисплатине  

(cis-диаминдихлороплатина(II), CDDP), која се користи као стандардни 

хемиотерапеутик. Наиме, МТТ тест заснива се на ензимској реакцији у митохондријама 

живих ћелија, где ензим сукцинат-дехидрогеназа редукује тетразолијумске соли из МТТ 

једињења у љубичасто обојен формазан (224). Овај тест се мери колориметријски, а 

интензитет добијене боје је директно пропорционалан броју живих и метаболички 

активних ћелија. Испитивање је извршено у микротитар плочама са 96 бунарчића и у 
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сваки бунарчић додато је по 5x103 ћелија у 100 µL комплетног DMEM и инкубирано у 

контролисаним условима током 24 сата. Наредног дана, ћелије су третиране 

комплексима (С1-С4), лигандима (L1-L4), и цисплатином као референтним 

хемиотерапеутиком у дуплим растућим концентрацијама (7,8 μM до 500 μM) током 24 

сата. По завршетку инкубације, одливен је супернатант, ћелије су испране, а затим 

изложене 20% раствору МТТ (5 mg/mL PBS) у 100 µL DMEM, и инкубиране додатна 4 

сата у стандардним условима. Након тога, медијум је одливен, и у сваки бунарчић додато 

је 150 μL DMSO (Sigma Aldrich, Munich, Germany) са 20 μL глицинског пуфера.  

Оптичка густина је измерена на таласној дужини од 595 nm помоћу уређаја Microplate 

Multimode Detector, Zenyth 3100. Проценат вијабилности ћелија израчунат је према 

једначини 2 (225): 

% вијабилних ћелија = 
(𝐸−𝐵)  

(𝐾−𝐵)
×  100,                                                                   једначина (3)  

где је E - апсорбанца третираних ћелија, B - апсорбанца контроле (медијум), и  

K - апсорбанца нетретираних ћелија.  

Свака анализа је спроведена у трипликату и три независна експеримента. На основу 

резултата одређене су IC50 вредности које представљају концентрацију потребну за 

инхибицију раста 50% третираних ћелија у односу на нетретиране, а израчунате су 

коришћењем софтвера Microsoft Office Excel 2010. 

3.6. Анализа апоптотског одговора 

У овој студији анализа апоптотског одговора је одређена применом метода двоструког 

бојења Annexin-ом V-FITC (BD Biosciences, CA, USA) и пропидијум-јодидом (PI) (Sigma 

Aldrich, Munich, Germany), у складу са протоколом утврђеним у претходним 

истраживањима (226). Ова техника је била кључна за одређивање процента апоптотских 

ћелија након 24-часовног третмана новосинтетисаним лигандом L4 и његовим 

одговарајућим паладијум(II) комплексом, C4. У наредним експериментима, ћелије су 

фиксиране и пермеабилизоване употребом Cytofix/Cytoperm™ кита, произвођача BD 

Bioscience, Heidelberg, Germany. Након тога, ћелије су инкубиране са антимишјим 

антителима усмереним на Bcl-2 (енгл. B-cell lymphoma 2) и каспазу-3, произвођача 

Thermo Fisher Scientific, Cambridge, МА, USA у складу са протоколима из претходних 

истраживања (227). Анализа третираних ћелија је извршена помоћу проточног цитометра 

FACS Calibur (BD Biosciences, CA, USA), а обрада података спроведена је коришћењем 

FlowJo софтвера (Tree Star, Inc., OR, USA). 

3.7. Испитивање утицаја на динамику ћелијског циклуса 

Овим истраживањем анализирали смо потенцијалне ефекте новосинтетисаног лиганда 

L4 и комплекса C4 на динамику ћелијског циклуса HCT116 туморских ћелија, с 

посебним освртом на промене у експресији Ki-67 и напредовању кроз фазе ћелијског 

циклуса. Истраживање је укључивало компаративну анализу између ћелија третираних 

IC50 концентрацијама ових једињења и контролне групе нетретираних ћелија. Након  

24-часовног периода инкубације после третмана, ћелије су изложене трипсинизацији, 

три пута испране у фосфатном пуферу и пребројане. Ћелије у свакој епрувети су затим 

обојене Ki-67 специфичним антителима (eBioscience, San Diego, USA) и 1 μL Vybrant® 

DyeCycleTM Ruby боје (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA). Након пермеабилизације, 

ћелије су инкубиране са антителима усмереним на циклин Д (Cyclin D) (Thermo Fisher 

Scientific, Inc., USA) за анализу ћелијског циклуса. Узорци су затим анализирани 

коришћењем проточног цитометра FACS Calibur (BD Biosciences, CA, USA), при чему је 
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обрађено најмање 15.000 догађаја по узорку. Обрада података извршена је у софтверу 

FlowJo (Tree Star, Inc., OR, USA), омогућавајући детаљну процену фаза ћелијског 

циклуса. 

3.8. Испитивање антимикробне активности  

3.8.1. Референтни сојеви коришћени у истраживању 

Испитивана једињења су иницијално растворена у DMSO (Acros Organics, New Jersey, 

USA), а потом разблажена у течном хранљивом медијуму како би се постигла финална 

концентрација од 10%. Као индикатор раста коришћен је ресазурин произвођача Alfa 

Aesar GmbH & Co. (KG, Karlsruhe, Germany). Антибиотик тетрациклин (Pfizer Inc., USA) 

растворен је у течном хранљивом медијуму тзв. Mueller-Hinton бујону (Торлак, Београд), 

док је антимикотик флуконазол (Pfizer Inc., USA) растворен у tryptone soya бујону 

(Торлак, Београд). 

Антимикробна активност лиганада и комплекса испитивана је на 11 микроорганизама, 

од тога, осам сојева бактерија (четири референтна соја и четири клиничка изолата: 

Bacillus subtilis, B. subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus, S. aureus ATCC 25923, 

Proteus mirabilis ATCC 12453, Escherichia coli, E. coli ATCC 25922, Salmonella enterica) и 

три соја квасница (Candida albicans ATCC 10231, Rhodothorula mucilaginosa, 

Saccharomyces boulardii). Изолати су добијени из Завода за јавно здравље у Крагујевцу, 

док су преостали микроорганизми из колекције Лабораторије за микробиологију 

Природно-математичког факултета Универзитета у Крагујевцу. 

3.8.2. Припрема суспензије 

Бактеријске суспензије су припремљене методом директног прикупљања колонија, при 

чему је замућеност почетне суспензије подешена денcиметром (DEN-1, BioSan, Latvia). 

По подешавању према 0,5 McFarland-а (228), иницијална концентрација бактерија је 

била приближно 108 CFU (енгл. colony forming units)/mL, док је суспензија квасница 

садржала око 106 CFU/mL. Додатна десетострука разблажења почетне суспензије су 

припремљена у стерилном 0,85% физиолошком раствору. Бактеријски инокулуми су 

добијени из култура бактерија које су инкубиране 24 сата на 310 K на подлози Müller-

Hinton агара, и разблажени су према 0,5 McFarland стандарду до концентрације од око 

106 CFU/mL. Инокулуми квасница су припремљени из култура инкубираних 48 сати на 

26ºС на подлози tryptone soya агара и разблажени по 0,5 McFarland стандарду до 

концентрације од око 104 CFU/mL. 

3.8.3. Микродилуциона метода 

Антимикробна активност испитиваних супстанци одређена је применом 

микродилуционе методе у плочама са ресазурином ради утврђивања минималне 

инхибиторне концентрације (MIC) и минималне микробицидне концентрације (MMC) 

(229). MIC (енгл. Minimum Inhibitory Concentration ) је најнижа концентрација 

испитиваног антимикробног агенса која спречава видљиви раст бактерија, док се MMC 

(енгл. Minimal Microbicidal Concentration ) односи на концентрацију потребну за убијање 

свих присутних микроорганизама култивисаних у одређеним условима средине (аеробни 

услови, температура од 36,6 ºС до 37 ºС, у трајању од 24 до 48 сати) (230). У сваком 

бунарчићу микротитар плоче налазило се 100 μL Müller-Hinton бујон за бактеријске 

сојеве и tryptone soya бујона за кваснице. У први ред плоче додат је аликвот од 100 μL из 

матичног раствора испитиване супстанце (концентрација 2000 μg/mL). Након тога, 
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извршена су двострука серијска разблажења коришћењем вишеканалне пипете, са 

концентрацијама у распону од 1000 до 7,8 μg/mL. Тетрациклин и флуконазол коришћени 

су као позитивне контроле. Метода је детаљно описана у постојећој литератури (231). 

Испитивање је показало да 10% DMSO, коришћен као растварач, не инхибира раст 

тестираних микроорганизама. Сваки тест укључивао је контролу раста и стерилности, а 

сви експерименти су изведени у дупликату, при чему су добијене MIC вредности биле 

константне. MMC одређене су трансфером 10 μL узорка из бунарчића без промене боје 

индикатора или раста мицелија на хранљивом агар медијуму. На крају инкубације, 

најнижа концентрација која није показала раст (без формирања колонија) означена је као 

ММC. 

3.9. Статистичка обрада података 

Подаци су анализирани коришћењем статистичког програма SPSS верзија 20. Пре 

статистичке обраде података, прво је испитана правилност расподеле добијених 

вредности (величина узорка одређује који се тест користи за ту проверу). За вредности 

са правилном расподелом користи се параметарски Student’s тест, док се за неправилну 

расподелу примењује непараметарски Mann-Whitney тест. Резултати експеримента се 

изражавају као вредност ± стандардна грешка (SE). Статистички значајна разлика у 

добијеним вредностима између група износи p < 0,05, док је статистички веома значајна 

разлика када је p < 0,01. 
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4.1. Синтеза и карактеризација диалкил естара и њихових одговарајућих 

паладијум(II) комплекса 

Естри L1-L4 су синтетисани применом стандардне методе, као што је већ приказано на 

Шеми 1 (217, 220). Комплекси паладијума(II), означени као C1-C4, добијени су 

директном реакцијом између K2[PdCl4] и одговарајућих естара (Шема 2) (232, 233). 

Синтетисани естри су растворљиви у води и диметилсулфоксиду, док су паладијум(II) 

комплекси растворљиви у диметилсулфоксиду и диметилформамиду. Структуре 

новосинтетисаних лиганада и одговарајућих паладијум(II) комплекса предвиђене су на 

основу резултата елементалне микроанализе и спектроскопских података. За утврђивање 

начина координације естара за паладијум(II) јон примењене су инфрацрвена (IR) и 

нуклеарно-магнетно резонанциона спектроскопија (1H и 13C NMR). У инфрацрвеном 

спектру јака апсорпциона трака карактеристична за C=O уочена је код лиганада (1737, 

1737, 1740 и 1738 cm-1) и комплекса (1727,1729, 1726 и 1723 cm-1), као и специфичне 

апсорпционе траке од ν(C–О) лиганада (L1-L4: 1234, 1230, 1243 и 1235 cm-1) и 

одговарајућих комплекса (C1-C4: 1237, 1237, 1239 и 1236 cm-1), што јасно указује да није 

дошло до координације преко атомa кисеоника. Положај апсорпционих трака секундарне 

амино групе комплекса C1-C4: ν(R2N-H) уочава се на 3212, 3213, 3212 и 3210 cm-1 што 

указује на координацију лиганaда преко атома азота. Остале специфичне апсорпционе 

траке уочене су на сличним таласним бројевима за одговарајуће лиганде и комплексе, 

што нам указује на то да ниједан други атом није формирао координациону везу са 

паладијум(II) јоном. Сигнали у 1H NMR спектрима који потичу од протона естарске 

групе у лигандима и комплексима показали су слична хемијска померања, што такође 

указује да није дошло до координације између јона паладијума(II) и кисеоника из 

поменуте групе. У 1H NMR спектрима, сигнали атома водоника из секундарних амино 

група уочене су између 5,15-5,79 ppm за комплексе C1-C4, док су у лигандима L1-L4 

уочени на око 10 ppm из NH2
+ амино соли. Кординовање доводи до померања (до 0,6 

ppm) пропилендиаминског моста (C9H2) у спектрима поменутих комплекса и тиме јасно 

указује на координацију преко атома азота. У 13C NMR спектрима, хемијска померања 

угљеника из естарске групе уочена су на очекиваном положају, на 168 ppm у лигандима 

и на 170 ppm у комплексима, што потврђује да кисеоник из поменуте групе није 

учествовао у координацији. Сви сигнали атома угљеника из алкохолног остатака у 

лигандима и комплексима уочени су на сличним хемијским померањима. Ароматични 

атоми угљеника уочени су на око 125 ppm (C4), 115 ppm (C6а,C6b), 130 ppm (C5а,C5b) и 156 

ppm (C7). Хемијска померања C2 атома у комплексима су померена за 5 ppm у поређењу 

са сигналима истог атома угљеника у лигандима. Такође, због координације долази до 

померања сигнала C8 и C9 атома угљеника са пропилендиаминског моста око 7 ppm и 8 

ppm. Све наведено указује на коодинацију паладијума(II) јона преко два атома азота. 

4.2. Анализа везивања за ХСА 

Најважнија улога хуманог серума албумина је транспорт металних јона и металних 

комплекса као и других биолошки активних једињења у крви (234, 235). Испитивање 

интеракција између потенцијално активних једињења и ХСА могу бити важни у 

истраживању њихове потенцијалне биолошке активности и примене (236, 237). 

Применом флуоресцентне спектроскопије праћене су структурне промене у ХСА 

узроковане додавањем паладијум(II) комплекса и одредђиване су константе гашења (Kq), 

константе везивања (К) и број места везивања (n) за комплекс формиран између 

испитиваних паладијум(II) комплекса и ХСА. 
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4.2.1. Испитивање интеракције паладијум(II) комплекса са ХСА флуоресцентном 

спектроскопијом 

На Фигури 5. приказани су флуоресцентни спектри ХСА мерени у присуству различитих 

концентрација комплекса C1-C4.  Додавањем паладијум(II) комплекса у раствор ХСА, 

постепено је смањиван интензитет флуоресценције ХСА са порастом концентрације 

комплекса. Ово смањење у интензитету флуоресценције указује на гашење унутрашње 

флуоресценције ХСА, што је резултат интеракције између испитиваних комплекса и 

ХСА.  

 

Фигура 5. Емисиони спектри ХСА у присуству различитих концентрација C1 комплекса 

(T = 298 K, pH = 7,4). [ХСА] = 2 µM; [C1] = 0-80 µM. График приказује Стерн-Волмерове 

дијаграм гашења флуоресценције HSA помоћу [C1]. x представља 80 µM [C1] 

Константе KSV и константе гашења (kq) добијене су из Стер-Волмерове једначине 

(једначина 1), уз узимање животног века триптофана у ХСА од τ0 = 10-8 s. Како показују 

резултати у Табели 2, високе вредности константи гашења (>10¹² M-1 s-1) су значајно веће 

од типичних вредности за гашење флуоресценције биополимера (1010 M-1 s-1), што 

указује да је формиран нови комплекс између свих испитиваних једињења и ХСА и да се 

интеракција одвија механизмом статичког гашења. 

Табела 2 Израчунате константе и параметри везивања Ksv, kq, Kb, n) за комплексе C1-

C4 

комплекс KSV (M-1) kq (M
-1 s-1) R2a Kb (M

-1) n R2a 

C1 6,37 × 104 6,37 × 1012 0,99 1,82 × 105 1,10 0,99 

C2 3,02 × 104 3,02 × 1012 0,92 1,42 × 104 0,91 0,98 

C3 3,59 × 104 3,59 × 1012 0,96 5,90 × 103 0,80 0,98 

C4 1,45 × 105 1,45 × 1013 0,97 4,37 ×105 1,10 0,98 

a R је коефицијент корелације 
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Константе везивања (Kb) и број места везивања (n) за комплексе C1-C4 израчунати су на 

основу графика log(F0 − F)/F према log[Q] (Фигура 6), користећи једначину 2, а добијене 

вредности су приказане у Табели 2.  

 
Фигура 6. Гашење флуоресценције ХСА комплексима C1-C4 на 25º С 

Високе константе везивања указују на јаку интеракцију између комплекса и ХСА, што 

подразумева да ХСА може послужити као транспортер ових комплекса до биолошких 

мета. Вредност n је приближно један за све комплексе, што указује на присуство само 

једног места везивања у ХСА за сваки комплекс, чиме се још више потврђује 

специфичност везивања испитиваних паладијумових комплекса за ХСА. 

4.3. Студије интеракције синтетисаних комплекса са ДНК 

Истраживање интеракција између малих молекула и ДНК игра важну улогу у 

фармакологији, посебно у процени биолошког потенцијала нових антитуморских 

агенаса (238). Испитивање интеракције између ДНК и новосинтетисаних комплекса 

паладијум(II) представља неопходан корак у разумевању њиховог деловања на 

молекуларном нивоу и њиховог потенцијала као терапеутских агенаса. Истраживања су 

показала да комплекси прелазних метала могу остварити интеракције са ДНК кроз 

интеркалацију, везивања у жлебовима или спољашњег електростатичког везивања, што 

може значајно утицати на њихову биолошку активност (239). У овој студији, методом 

флуоресцентне спектроскопије анализирана је јачина и начин везивања нових 

паладијум(II) комплекса за ЦT-ДНК. 

4.3.1. Испитивање интеракција паладијум(II) комплекса са ДНК флуоресцентном 

спектроскопијом 

Етидијум-бромид (ЕБ), као представник интеркалационих маркера, формира 

флуоресцентне комплексе са нуклеинским киселинама, што га чини изузетно корисним 



 

47 
 

за истраживање интеракција испитиваних једињења са ДНК. Промене у флуоресцентном 

спектру система ЕБ–ДНК након додавања паладијум(II) комплекса коришћене су за 

процену њихове способности да истисну ЕБ из овог комплекса, што омогућава увид у 

њихову интеракцију са ДНК (240, 241). Флуоресцентни спектри ДНК у присуству и 

одсуству комплекса C1-C4 снимљени су на собној температури и приказани су на 

Фигури 7. 

 
Фигура 7.  Емисиони спектри флуоресценције ЕБ-ДНК у одсуству и присуству растућих 

концентрација C1 (T = 298 K, pH = 7,4). [ДНК] = 2,27 × 10-5 M; [ЕБ] = 2 × 10-5 M; [C1] = 

0-6 × 10-5 M; На графику је приказан дијаграм F0/F у односу на [комплекс].  

X представља 6 × 10-5 [C1] 

 

Смањење интензитета емисије система ДНК–ЕБ на таласној дужини од 612 nm, у 

зависности од концентрације додатих комплекса, указује на то да комплекси конкуришу 

ЕБ за везивање на ДНК. Ово гашење флуоресценције сугерише да комплекси могу 

истиснути ЕБ из комплекса са ДНК, указујући на способност интеракције са ДНК, иако 

се тачан механизам везивања не може још прецизно дефинисати. Израчунате константе 

гашења, представљене у Табели 3, указују на то да сви комплекси могу истиснути ЕБ из 

комплекса ЕБ-ДНК, али се тачан механизам не може одредити само на основу ових 

резултата. Ова запажања потврђују могућност да синтетисани паладијум(II) комплекси 

поседују јак афинитет према ДНК, што би могло бити значајно у развоју антитуморских 

агенаса који делују на молекуларном нивоу. 

Табела 3. Стерн–волмерове константе (Ksv), константе везивања (Kb) и број места 

везивања (n) за комплексе C1-C4. 

Комплекс KSV (M-1) kq (M
-1 s-1) R2a Kb (M

-1) n R2a 

C1 2,64 × 104 2,64 ×1012 0,96 6,80 × 104 1,10 0,99 

C2 9,61 × 103 9,61 × 1011 0,92 1,50 × 107 1,79 0,95 

C3 1,20 × 104 1,20 × 1012 0,97 5,42 × 104 1,15 0,97 

C4 1,02 × 105 1,02 ×1013 0,98 1,83 × 105 1,08 0,95 

a R је коефицијент корелације 
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4.4. Вискозитет 

Испитивање вискозности представља поуздан метод за утврђивање могуће интеракције 

једињења са ДНК, посебно у случају разликовања интеркалације од неинтеркалационих 

механизама везивања (242). Показано је да процес интеркалације узрокује продужење 

ланаца ДНК, јер убацивање молекула унутар структура база доводи до њиховог 

раздвајања и тиме повећава релативну специфичну вискозност раствора. Стога, мерење 

вискозности пружа информацију о природи интеракције, јер повећање вискозности 

указује на присуство интеркалације, док одсуство или минимално повећање сугерише на 

везивање у жлебовима ДНК. 

Резултати вискозиметријских испитивања комплекса C1-C4 указују на то да ови 

комплекси не показују интеркалациони начин везивања са ДНК базама. Уместо тога, 

могуће је да се ови комплекси везују у мање или веће жлебове молекула ДНК, чиме се 

одржава стабилност његове дужине. Овакви резултати су у складу са претпоставком о 

спољашњем начину везивања, који не изазива значајне промене у структури ДНК. 

Детаљне вредности добијене мерењем вискозности приказане су на Фигури 8, чиме се 

додатно потврђује претпоставка о њиховом везивању у жлебовима ДНК. 

 

 

Фигура 8. Резултати вискозиметријских испитивања комплекса C1-C4 

 

4.5. Процена цитотоксичних ефеката синтетисаних лиганада и паладијум(II) 

комплекса на ћелије карцинома помоћу MTT теста 

У овом истраживању анализирана је цитотоксичност четири новосинтетисана лиганда, 

диалкил естара (S,S)-пропилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-хидрокси-бензил)) сирћетне 

киселине дихидрохлорида (R2-S,S-pddtyr·2HCl), означених као R = етил (L1), пропил 

(L2), бутил (L3) и пентил (L4), као и њихових одговарајућих паладијум(II) комплекса 

[PdCl2(R2-S,S-pddtyr)] (C1-C4). Ови комплекси и лиганди тестирани су применом MTT 
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теста на различитим ћелијским линијама, укључујући мишје ћелије карцинома дојке 

(4T1), хумане ћелије карцинома дојке (MDA-MB-468), мишје ћелије колоректалног 

карцинома (CT26), хумане ћелије колоректалног карцинома (HCT116) и здраве мишје 

мезенхималне матичне ћелије (mMSC). Овај избор ћелијских линија омогућава 

разноврсну процену цитотоксичних ефеката, како на канцерогене тако и на 

неканцерогене ћелије, при концентрацијама од 7,8 до 500 μM током 24 сата. 

4.5.1. Испитивање цитотоксичног дејства L4  лиганда и C4 комплекса  

Резултати експеримента су показали да лиганди (L1-L4) и комплекси (C1-C4) 

испољавају умерене цитотоксичне ефекте који зависе од концентрације, са значајним 

смањењем вијабилности код обе врсте карцинома. Ови дозно-зависни ефекти указују на 

јасну корелацију између повећања концентрације једињења и смањења процента живих 

ћелија у свим тестираним ћелијским линијама карцинома. Конкретно, значајно смањење 

вијабилности забележено је на ћелијама карцинома дојке (мишјих 4T1 и хуманих  

MDA-MB-468) и колоректалног карцинома (мишјих CT26 и хуманих HCT116), што је 

приказано на Слици 9. 

 
 

 

Фигура 9. Дозно-зависна цитотоксичност комплекса (C1-C4) и лиганада (L1-L4).  

(A) преживљавање мишјих ћелија карцинома дојке (4T1), (Б) преживљавање хуманих 

ћелија карцинома дојке (MDA-MB-468), (В) преживљавање мишјих ћелија 

колоректалног карцинома (CT26), (Г) преживљавање хуманих ћелија колоректалног 

карцинома (HCT116) и (Д) преживљавање мишјих мезенхималних матичних ћелија 

(mMSC) након 24 сата раста у присуству ових једињења  
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На Фигури 9 је приказано и поређење дозно-зависне цитотоксичности цисплатине 

(CDDP). Сви подаци су приказани као средње вредности добијене из три независна 

експеримента, сваки спроведен у трипликату. 

Обзиром на значај развоја лекова са ниском токсичношћу, али ефективним 

антипролиферативним својствима, неопходно је испитати њихову активност на здравим 

ћелијама in vitro. Стога је процена цитотоксичности извршена и на mMSC ћелијама. 

Резултати су показали да сви тестирани лиганди и комплекси смањују вијабилност 

mMSC ћелија на дозно-завистан начин (Фигура 9E), где је уочен постепен пад 

вијабилности mMSC са повећањем концентрације једињења. 

Посебну пажњу привукао је комплекс C4, који је показао релативно нижу 

цитотоксичност на mMSC у концентрацијама од 7,8 до 63,5 μM у односу на његове 

ефекте на ћелијске линије карцинома, како мишјег (4T1 и CT26) тако и хуманог порекла 

(MDA-MB-468 и HCT116). Ова разлика у цитотоксичном профилу указује на могућу 

селективну активност комплекса C4 према туморским ћелијама, што га чини 

потенцијалним кандидатом за даља истраживања као селективно цитотоксично средство 

са мањим штетним ефектима на здраве ћелије. Ова запажања сугеришу да би комплекс 

C4 могао бити толерантнији у живим организмима у односу на друге комплексе из исте 

серије. С друге стране, лиганд L4 је испољио минималну цитотоксичност на mMSC при 

нижим концентрацијама (7,8 до 31,25 μM). Ипак, са повећањем концентрације, дошло је 

до значајног смањења процента вијабилности mMSC, што указује да је при већим 

концентрацијама потребно бити опрезан због могућих штетних ефеката на здраве ћелије. 

У оквиру овог истраживања, одређене су и вредности IC50, које представљају 

концентрацију потребну за сузбијање 50% вијабилности ћелија, и детаљно су наведене у 

Табели 4. Овај параметар је кључан за процену ефикасности тестираних једињења, јер 

одражава степен њиховог утицаја на ћелијску пролиферацију. Резултати анализе 

показали су да лиганд L4 има изразито цитотоксично дејство, које је значајно веће у 

односу на остале лиганде (L1-L3) и паладијумове комплексе (C1-C4). Супротно томе, 

референтни хемиотерапеутик, цисплатина (CDDP), показала је виши ниво 

цитотоксичности према туморским ћелијама у поређењу са испитиваним комплексима 

C1-C4. Међутим, поред своје високе ефикасности против туморских ћелија, цисплатина 

је показала и значајну цитотоксичност према mMSC, што ограничава њену селективност. 

Насупрот томе, комплекс C4 је показивао изражену селективност, са нижим степеном 

токсичности према mMSC у поређењу са ефектима на ћелијске линије карцинома. Овај 

резултат указује да би комплекс C4 могао имати потенцијал као селективно 

цитотоксично једињење са нижим токсичним утицајем на здраве ћелије. 

На основу ових резултата, комплекс C4 и лиганд L4 издвојени су као најперспективнији 

кандидати за даља испитивања на молекулском нивоу, која ће омогућити дубљу анализу 

њихових механизама дејства на ћелије карцинома, уз посебан акценат на њихову 

селективност и потенцијалну примену у терапији. 
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Табела 4. Компаративне вредности IC50 за комплексе C1-C4, лиганде L1-L4 и 

цисплатину (CDDP) на ћелијским линијама 4T1, CT26, MDA-MB-468, HCT116 и mMSC, 

одређене помоћу MTT теста 

 4T1 MDA-MD-468 CT26 HCT116 mMSC 

C1 184,53±9,63 >500 404,98±5,41 320,99±5,65 468,82±3,73 

C2 273,84±5,32 >500 360,42±6,41 233,50±5,56 253,70±9,1 

C3 280,94±7,73 458,83±8,21 470,62±4,46 175,82±3,01 >500 

C4 290,51±9,29 >500 345,39±6,93 223,24±8,01 447,62±4,36 

L1 >500 298,34±7,43 >500 189,89±3,03 431,27±8,97 

L2 272,96±8,85 99,61±1,41 259,71±8,55 61,54±1,91 247,47±3,03 

L3 54,06±4,49 70,69±0,53 90,15±3,90 18,96±2,57 47,40±0,23 

L4 46,86±0,09 <7,8 56,46±1,05 <7,8 23,54±1,75 

CDDP  16,96±1,18   13,09±0,91 20,46±1,05 18,34±0,36    13,62±1,64 

 

4.6. Процена механизама антитуморске активности комплекса C4 и лиганда L4 на 

ћелијама хуманог колоректалног карцинома (HCT116) in vitro 

Детаљном анализом антитуморског потенцијала испитиваних комплекса и лиганада 

утврђено је да лиганд L4 испољава најизраженији цитотоксични дозно-завистан ефекат, 

посебно на ћелијама хуманог колоректалног карцинома. С друге стране, комплекс C4 

показао је значајну селективност, с обзиром на то да је његова токсичност била знатно 

нижа према здравим mMSC у поређењу са ефектима на ћелијске линије карцинома.  

С обзиром на ове запажене ефекте, следећи корак у истраживању био је усмерен на 

испитивање механизама који су у основи антитуморске активности комплекса C4 и 

лиганда L4. У фокусу истраживања су били њихов утицај на тип ћелијске смрти, као и 

утицај на пролиферацију и динамику ћелијског циклуса туморских ћелија.  

4.6.1. Испитивање утицаја C4 комплекса и L4 лиганд на  процентуалну 

заступљеност HCT116 ћелија у раној али и касној фази апоптозе 

Апоптоза, позната и као програмирана ћелијска смрт, представља витални процес у 

развоју и одржавању ткивне хомеостазе, којим се селективно уклањају оштећене, 

нефункционалне или потенцијално штетне ћелије, без утицаја на здраво суседно ткиво. 

Овај механизам се активира у специфичним физиолошким и патолошким стањима, као 

што су имунолошке реакције и туморска супресија. У терапијском контексту, апоптоза 

омогућава циљано уништавање малигних ћелија и тиме представља кључни механизам 

у лечењу карцинома, јер обухвата елиминацију болесних ћелија уз минималан утицај на 

здраво ткиво (243). 

У склопу истраживања антитуморских својстава синтетисаних молекула, испитана је 

способност комплекса C4 и лиганда L4 да индукују апоптозу у ћелијама карцинома, чиме 

би се потенцијално потврдила њихова употребљивост у терапији малигних обољења. 

Испитивање је обављено применом анализе проточном цитометријом, која је омогућила 
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прецизну идентификацију апоптотских ћелија употребом Annexin V FITC и пропидијум-

јодида. Annexin V FITC се везује за фосфатидилсерин, липид који се екстернализује на 

површини мембране ћелија у раним фазама апоптозе, док пропидијум-јодид продире у 

ћелије само у каснијим фазама апоптозе или некрозе, чиме омогућава разликовање ових 

фаза (244). 

Резултати, приказани на Фигури 10, указују на снажан апоптотски ефекат комплекса C4 

и лиганда L4 на ћелије колоректалног карцинома HCT116. Након 24 сата третмана овим 

једињењима, примећено је повећање ћелија у касној фази апоптозе у поређењу са 

нетретираним ћелијама. Поред тога, велики део HCT116 ћелија био је у раним 

стадијумима апоптозе након третмана, што указује на брз одговор ових ћелија на 

третман. Укупно гледано, проценат HCT116 ћелија са карактеристикама касне фазе 

апоптозе био је значајно већи након 24-часовног третмана овим једињењима у поређењу 

са нетретираном контролном групом (p < 0,05), како је приказано на Фигури 10А. Ова 

запажања потврђују да комплекс C4 и лиганд L4 могу ефективно активирати апоптотски 

пут у карциному HCT116, што указује на њихов потенцијал као селективних агенаса за 

индукцију ћелијске смрти у туморским ћелијама, чиме би могли представљати 

обећавајуће молекуле за будућа истраживања у области терапије карцинома. 

           

Фигура 10. Анализа индукције апоптозе у HCT116 ћелијама третираним C4 комплексом 

и L4 лигандом  
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Овај приказ омогућава преглед апоптотских ефеката које изазивају C4 комплекс и L4 

лиганд на ћелије хуманог колоректалног карцинома. Апоптоза у HCT116 ћелијама, које 

су биле нетретиране, третиране C4 комплексом и третиране L4 лигандом, процењивана 

је проточном цитометријом применом двоструког бојења Annexin V (FITC) и 

пропидијум-јодидом. Репрезентативни FACS плотови приказују расподелу виталних 

(AnnV−PI−), раних апоптотских (AnnV+PI−), касних апоптотских (AnnV+PI+), и 

некротичних (AnnV−PI+) HCT116 ћелија. Подаци су приказани као средње вредности ± 

SEM (стандардна грешка средње вредности) из три независна експеримента, при чему *p 

< 0.05 означава значајну разлику између третираних и нетретираних ћелија. 

4.6.2. Испитивање утицаја С4 комплекса и L4 лиганда на процентуалну 

заступљеност каспаза 3 + HCT 116 ћелија и смањују проценат Bcl-2 + HCT116 

ћелија 

Спољашњи пут апоптозе се иницира активирањем рецептора смрти на ћелијској 

мембрани, који, након стимулације, доводе до каскадне активације каспаза, међу којима 

је каспаза-3 одговорна за разградњу ћелијских компоненти и индукцију програмиране 

ћелијске смрти (245). Насупрот томе, унутрашњи или митохондријски пут апоптозе 

функционише као одговор на неравнотежу између проапоптотских и антиапоптотских 

протеина, међу којима је Bcl-2 један од кључних антиапоптотских регулатора.  

Bcl-2 одржава интегритет митохондријске мембране, спречавајући ослобађање 

цитохрома C, што је критичан корак у индукцији апоптозе. Недостатак равнотеже у 

нивоу Bcl-2 може изазвати повећану пропустљивост митохондријске мембране, што 

омогућава ослобађање цитохрома C, који затим активира каспазу-3 и покреће процес 

апоптозе (246). 

Резултати добијени у оквиру ове докторске дисертације показали су да третман HCT116 

ћелија IC50 концентрацијама комплекса C4 и лиганда L4 доводи до значајног смањења 

експресије Bcl-2 позитивних ћелија, што указује на редукцију антиапоптотске заштите у 

овим ћелијама (како је приказано на Фигури 11). Ово смањење сугерише да и C4 и L4 

делују на унутрашњи пут апоптозе, нарушавајући митохондријску стабилност. 

Истовремено, примећено је изражено повећање процента HCT116 ћелија са експресијом 

активне каспазе-3 након третмана овим једињењима, што указује на значајну активацију 

апоптотских путева (Фигура 11). Ови резултати указују да комплекс C4 и лиганд L4 

промовишу апоптозу у ћелијама карцинома и преко спољашњег и кроз унутрашњи пут 

апоптозе, повећавајући проценат апоптотских ћелија у различитим стадијумима.  

Ови резултати подржавају хипотезу да C4 и L4 имају потенцијал да делују као ефикасни 

агенси за индукцију апоптотске смрти у туморским ћелијама и сугеришу могућност 

њихове примене у терапијским стратегијама за елиминацију канцерогених ћелија са 

минималним ефектом на здраве ћелије.  
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Фигура 11. Анализа експресије Bcl-2 и каспазе-3 у HCT116 ћелијама третираним C4 

комплексом и L4 лигандом  

На Фигури 11 приказан је детаљан преглед експресије есенцијалних молекула повезаних 

са апоптотским механизмима, како спољашњег тако и унутрашњег пута, које индукују 

C4 комплекс и L4 лиганд у ћелијама хуманог колоректалног карцинома. Фигура 11А 

илуструје експресију Bcl-2 протеина, која је испитана применом проточне цитометрије, 

уз репрезентативне FACS плотове који приказују ниво експресије Bcl-2 у HCT116 

ћелијама које нису третиране, као и у оним третираним C4 комплексом и L4 лигандом у 

току 24 сата. Фигура 11Б приказује експресију каспазе-3, такође путем проточне 

цитометрије, уз FACS плотове који приказују проценат каспазе-3 позитивних ћелија у 

нетретираним HCT116 ћелијама и у оним третираним C4 комплексом и L4 лигандом. 

Подаци су представљени као средње вредности ± SEM (стандардна грешка средње 

вредности) изведене из три независна експеримента, при чему *p < 0.05 указује на 

статистички значајну разлику између третираних и нетретираних ћелија. 

4.6.3. Испитивање утицаја С4 комплекса и L4 лиганда на проценат Ki-67+ HCT116 

ћелија и заустављају ћелијски циклус у G0/G1 фази 

Протеин Ki-67 је добро познати маркер повезан са пролиферацијом ћелија и сматра се 

једним од кључних показатеља ћелијске активности. Ki-67 је протеин који се везује за 

ДНК и присутан је искључиво у ћелијама које пролазе кроз циклус деобе, док је одсутан 

у мирним, неподељеним ћелијама (фаза G0). Његова експресија је ограничена на активне 

фазе ћелијског циклуса, укључујући G1, S, G2 и M фазе, што Кi-67 чини поузданим 

индикатором пролиферативне активности. Повећана експресија Ki-67 обично указује на 

високу стопу пролиферације, што га чини непроцењивим алатом за процену 

пролиферативног статуса туморских ћелија, али и за процену ефикасности 

антиканцерогених лекова који имају за циљ да успоре или зауставе ћелијску деобу (247).  
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У оквиру ове дисертације испитивани су антипролиферативни ефекти комплекса C4 и 

лиганда L4 на HCT116 ћелијама карцинома дебелог црева. Коришћено је мерење нивоа 

експресије Ki-67 као маркера ћелијске деобе, с обзиром на његову значајну улогу у 

одређивању пролиферативне способности ћелија. Резултати су показали значајно 

смањење експресије Ki-67 у HCT116 ћелијама третираним комплексом C4 и лигандом 

L4 у поређењу са нетретираним контролним ћелијама, што је визуелно приказано на 

Фигури 12А. Овај пад у експресији Ki-67 је важан индикатор смањења пролиферативне 

активности, чиме се истиче потенцијална ефикасност комплекса C4 и лиганда L4 у 

сузбијању раста туморских ћелија и могуће спречавање даљег ширења карцинома. 

 

Фигура 12. Ефекти комплекса C4 и лиганда L4 на експресију Ki-67 и динамику 

ћелијског циклуса у HCT116 ћелијама 

На Фигури 4.  приказан је утицај комплекса C4 и лиганда L4 на експресију протеина  

Ki-67 и расподелу ћелијског циклуса у HCT116 ћелијама карцинома. Панел А приказује 

репрезентативне FACS плотове са нивоима експресије Ki-67 у HCT116 ћелијама након 

24 сати третмана овим једињењима. Панел Б наглашава утицај ових једињења на 

расподелу ћелијског циклуса, упоређујући нетретиране и третиране HCT116 ћелије 

колоректалног карцинома. 

Додатно, у оквиру ове дисертације испитивано је заустављање ћелијског циклуса у 

HCT116 ћелијама колоректалног карцинома након третмана једињењима C4 и L4, са 

циљем бољег разумевања ћелијских механизама њиховог антиканцерогеног деловања.  

Током 24-часовне изложености овим једињењима, новосинтетисани C4 комплекс и L4 

лиганд су показали способност да инхибирају ћелијски циклус у G0/G1 фази у 

третираним ћелијама, тако што повећавају проценат ћелија у G0/G1 фази, као што је 

приказано на Фигури 12Б. Ова инхибиција, највероватније, произилази из специфичних 

молекулских промена унутар ћелија карцинома након третмана. 

Такође, забележено је значајна редукција процента ћелија у S фази, која је од критичног 

значаја за репликацију ДНК, што је додатно приказано на Фигури 12Б. Ова редукција 

указује на ефикасност C4 и L4 у ометању прогресије ћелијског циклуса и онемогућавању 

даље пролиферације. 
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4.6.4. Испитивање утицаја С4 комплекса и L4 лиганда на  процентуалну 

заступљеност циклин D3 + HCT 116 ћелија 

Циклини играју кључну улогу у регулацији ћелијског циклуса, представљајући породицу 

протеина који омогућавају контролисану прогресију ћелија кроз фазе деобе. Они 

остварују ову функцију активирањем киназа зависних од циклина CDK, чиме 

координишу прелазак ћелија из једне фазе циклуса у другу и осигуравају да се ћелијска 

деоба одвија у тачно дефинисаним условима (248). Посебно значајну улогу међу 

циклинима има циклин D3, који делује као онкоген и један је од примарних унутрашњих 

регулатора ћелијског циклуса. Циклин D3 има важну улогу у преласку ћелија из G1 у S 

фазу, што је пресудан корак за синтезу ДНК и пролиферацију ћелија. Као такав, он је од 

изузетног значаја у биологији тумора, јер су поремећаји у његовој регулацији повезани 

са неконтролисаном пролиферацијом, што доприноси развоју карцинома (249). 

У оквиру ове дисертације, испитиван је утицај комплекса C4 и лиганда L4 на експресију 

циклина D3 у HCT116 ћелијама карцинома дебелог црева. Ћелије су биле третиране IC50 

концентрацијама ових једињења у трајању од 24 сата, након чега је измерена експресија 

циклина D3 како би се проценио њихов антипролиферативни потенцијал. Резултати, 

приказани на Фигури 13, указали су на смањење експресије циклина D након третмана, 

мада ово смањење није достигло ниво статистичке значајности. Смањена експресија 

циклина D3 сугерише потенцијални механизам деловања ових једињења, при чему се 

инхибиција циклина D3 може повезати са успоравањем ћелијског циклуса, а тиме и са 

смањењем пролиферативне активности карцинома.  

        

Фигура 13. Ефекти комплекса C4 и лиганда L4 на ћелијски циклус у HCT116 ћелијама  

На Фигури 13 приказан је утицај комплекса C4 и лиганда L4 на експресију циклина D у 

HCT116 ћелијама карцинома. Ови резултати добијени проточном цитометријом, 

представљени су као средња вредност ± SEM, на основу података из три независна 

експеримента. Статистичка значајност је означена са *p < 0,05, чиме су истакнуте 

значајне разлике у експресији ових протеина између третираних ћелија и нетретиране 

контролне групе. 

 

4.7. Испитивање  антимикробне активности 

У оквиру ове докторске дисертације испитивана је и антимикробна активност 

синтетисаних лиганада и одговарајућих паладијум(II) комплекса, као и референтног 

антибиотика тетрациклина и антимикотика флуконазола, а добијени резултати 

приказани су у Табелама 5, 6 и 7. Растварач (10% DMSO) није имао инхибиторни ефекат 

на раст тестираних микроорганизама, чиме је осигурана специфичност испитиваних 
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једињења. Интензитет антимикробног дејства значајно је варирао у зависности од врсте 

микроорганизма и типа једињења, што указује на селективност ових супстанци према 

одређеним патогенима.  Генерално тестирана једињења су показала селективну и 

умерену активност. MIC вредности за лиганде су у распону од 15,63 до >1000 μg mL-1, 

док су за комплексе од 62,50 до >1000 μg mL-1.  

Tабела 5. Антимикробна активност лиганада L1-L4 

Супстанце L1 L2 L3 L4 

Тестирани сојеви MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC 

Bacillus subtilis 500 1000 250 1000 62,5 500 15,63 500 

B.subtilis  

ATCC 6633 
500 1000 500 500 62,5 125 31.25 62,5 

Staphylococcus aureus >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

S.aureus  

ATCC 25923 
500 1000 500 1000 125 1000 250 500 

Escherichia coli 1000 >1000 1000 >1000 1000 1000 1000 >1000 

E. coli  

ATCC 25922 
500 1000 500 1000 250 1000 62,5 1000 

Proteus mirabilis ATCC 

12453 
1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 

Salmonella enterica >1000 >1000 1000 >1000 1000 >1000 1000 >1000 

Candida albicans 

ATCC 10231 
1000 >1000 1000 1000 1000 1000 250 250 

Rhodotorula 

mucilaginosa 
500 500 500 500 500 500 62,5 250 

Saccharomyces 

boulardii 
>1000 >1000 500 1000 250 250 125 125 

 MIC- минимална инхибиторна концентрација; MBC- минимална микробицидна концентрација. 

Taбела 6. Антимикробна активност испитиваних комплекса  

Супстанце C1 C2 C3 C4 

Тестирани сојеви MIC MMC MIC MMC MIC MMC MIC MMC 

Bacillus subtilis 500 >1000 500 >1000 500 >1000 500 1000 

B.subtilis  

ATCC 6633 
250 500 250 500 250 500 125 250 

Staphylococcus aureus 1000 1000 1000 >1000 1000 1000 1000 1000 

S.aureus  

ATCC 25923 
1000 >1000 1000 >1000 1000 >1000 1000 1000 

Escherichia coli 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

E. coli  

ATCC 25922 
250 1000 62,5 500 250 500 500 1000 

Proteus mirabilis ATCC 

12453 
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

Salmonella enterica 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

Candida albicans 

ATCC 10231 
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

Rhodotorula 

mucilaginosa 
250 500 250 500 250 1000 500 500 

Saccharomyces 

boulardii 
1000 >1000 1000 1000 1000 1000 1000 >1000 

 MIC- минимална инхибиторна концентрација; MBC- минимална микробицидна концентрација. 

 

 

 

 

Табела 7. Антимикробна активност лекова коришћених као позитивне контроле 
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Супстанце Флуконазол Тетрациклин 

Тестирани сојеви MIC MMC MIC MMC 

Bacillus subtilis / / 0,11 1,95 

B.subtilis  

ATCC 6633 
/ / 1,95 15,63 

Staphylococcus aureus / / 0,98 15,63 

S.aureus  

ATCC 25923 
/ / 0,22 3,75 

Escherichia coli / / 15,63 31,25 

E. coli  

ATCC 25922 
/ / 15,63 31,25 

Proteus mirabilis ATCC 12453 / / 125 125 

Salmonella enterica / / 15,63 31,25 

Candida albicans ATCC 10231 31.25 1000 / / 

Rhodotorula mucilaginosa 62.5 1000 / / 

Saccharomyces boulardii 7,81 31,25 / / 

MIC- минимална инхибиторна концентрација; MBC- минимална микробицидна концентрација. 

Комплекси C1 и C2 испољили су бољу антимикробну активност у поређењу са 

одговарајућим лигандима L1 и L2, што указује на потенцијално побољшање 

антибактеријских својстава присуством паладијум(II) јона. Међутим, код комплекса C3 

и C4, лиганди L3 и L4 показали су супериорнију активност у односу на своје комплексе. 

Лиганд L4 се показао као најперспективнији у сузбијању раста Грам-позитивних 

бактерија, нарочито Staphylococcus aureus ATCC 25923 и Bacillus subtilis (и стандардни 

и клинички сој). Поред тога, L4 је исказао добру активност против квасница, са MIC 

вредностима у распону од 62,50 до 250 μg mL-1, при чему се Rhodotorula mucilaginosa 

показала као најосетљивија на овај лиганд, што је слично дејству позитивне контроле, 

флуконазола. Уочена је значајна разлика у ефикасности тестираних једињења према 

Грам-позитивним и Грам-негативним бактеријама. Највећи антимикробни ефекат према 

Грам-негативним бактеријама забележен је код комплекса C2 и лиганда L4 против E. coli 

ATCC 25922, са MIC вредностима од 62,50 μg mL-1, док је утицај на друге Грам-негативне 

сојеве био углавном низак (Табела 5). Ови резултати указују на потенцијалну селективну 

употребу ових једињења у циљу антимикробне терапије, посебно против Грам-

позитивних патогена и одређених гљивичних сојева, уз могућност додатног 

модификовања за постизање ширег спектра активности. 
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5.1. Антитуморска својства платина(II) и паладијум(II) комплекса 

Због рапидног повећања броја пацијената са малигним обољењима, истраживање нових 

антитуморских лекова постаје приоритет у савременој медицини. Почеци развоја 

антитуморске терапије повезани су са открићем антитуморског ефекта цисплатине, што 

наглашава значај испитивања цитотоксичке активности хемијских модификација 

комплекса платине, као и комплекса других прелазних метала. Ово је утицало на брз 

развој медицинске хемије, нарочито у области дизајнирања и развоја лекова. Главни 

разлог за овај напредак је потреба за новим потенцијалним лековима или модификацијом 

већ постојећих једињења различитим структурним променама како би се постигао 

жељени профил биолошке активности уз минималну токсичност и проблема са 

резистенцијом, као и што већим степеном селективности. Због структурне сличности 

између комплекса платине(II) и паладијума(II), постоји велики интерес за проучавање 

комплекса паладијума(II) као потенцијалних антиканцерских лекова (250, 251) 

Комплекси паладијума су у прошлости показивали мању антитуморску активност у in 

vitro тестовима у поређењу са комплексима платине(II), што је могло бити последица 

веће нестабилности паладијума(II) у односу на платину(II) (211, 252, 253). Међутим, 

избор лиганда игра кључну улогу у одређивању антиканцерогеног потенцијала 

комплекса, јер лиганди могу значајно утицати на хемијску реактивност и липофилност 

комплекса (254). Неколико паладијумових комплекса(II) показало је високу 

цитотоксичност, која се може упоредити са ефектима цисплатине (255, 256). Због ових 

својстава, наставља се тенденција да се синтетишу нови комплекси паладијума(II), а 

самим тим и истраживање њихове потенцијалне употребе. На основу резултата 

досадашњих истраживања, определи смо се за коришћење лиганада pdda-типа за синтезе 

нових комплекса паладијума(II) који би показали потенцијалну биолошку активност и 

као такви касније нашли фармаколошку примену. 

5.2. Карактеризација  новосинтетисаних лиганада и комплекса и испитивање 

интеракција са биолошки важним молекулима 

Награђени лиганди и комплекси окарактерисани су елементалном микроанализом, 

инфрацрвеном и нуклеарно-магнетно-резонанционом спетроскопијом. Резултати 

елементалних анализа показали су да су израчунате вредности у сагласности са нађеним 

вредностима, чиме су потврђене претпостављене структуре за лиганде и за комплексе. 

На основу резултата инфрацрвене спектроскопије утврђено је да се диалкил естри (S,S)-

пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил) сирћетнe киселинe дихлор- 

хидратa координују за паладијум(II) јон преко два атома азота из пропилендиаминског 

моста. Положај и изглед сигнала у 1H и 13C NMR спектрима потврђују структуру 

добијених лиганада и одговарајућих паладијум(II) комплекса, као и начин координације. 

Флуоресцентна спектроскопија је коришћена за испитивање интеракције са ДНК, као и 

својстава везивања испитиваних комплекса за хумани серум албумина. Сви комплекси 

су показали висок афинитет према ХСА протеину, са релативно високим константама 

везивања. Студије интеракције са ЦТ-ДНК показале су да се паладијум(II) комплекси 

везују за ДНК, стога су вршена и мерења вискозности. Ова мерења  указују на то да не 

долази до интеркалације између база ДНК, што сугерише да се везивање одвија у мањим 

или већим жлебовима молекула ДНК. 

5.3. Антитуморски потенцијал лиганада L1-L4 и комплекса С1-С4 in vitro 

5.3.1. Утицај комплекса С4 и лиганда L4 на вијабилност туморских ћелија 
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MTT тестом процењена је виталност ћелија након третмана различитим концентрацијама 

синтетисаних лиганда и њихових паладијум(II) комплекса. MTT 3-(4,5-диметилтиазол-

2-ил)-2,5-дифенилтетразолиум бромид је жути кристал који се у метаболички активним 

ћелијама редукује у љубичасте кристале формазана. Пошто је митохондријална 

редуктаза (сукцинат дехидрогеназа) активна само у живим ћелијама, редукција овог 

једињења у формазан је директно повезана са бројем живих ћелија. Oвом техником се 

врши прецизно мерење утицаја на ћелијску пролиферацију и одређивање утицаја 

испитиваних супстанци на смањење виталности различитих ћелијских линија. Испитан 

је цитотоксични ефекат четири новосинтетизована лиганда L1-L4, као и њихових 

одговарајућих комплекса са паладијумом(II) C1-C4. Ово испитивање је спроведено на 

мишјим (4T1) и људским (MDA-MB-468) ћелијама карцинома дојке,  као и на мишјим 

(CT26) и људским (HCT116) ћелијама колоректалног карцинома. Ћелије су биле 

изложене тестираним комплексима током 24 сата, при концентрацијама од 7,8 до 500 

μM. Резултати указују да и лиганди (L1-L4) и комплекси (C1-C4) поседују умерене 

цитотоксичне ефекте, смањујући виталност како у људским, тако и у мишјим туморским 

ћелијама. Такође, испитивана једињења су показала дозну зависност у погледу 

цитотоксичне активности против ћелија карцинома дојке (4T1, MDA-MB-468) и 

колоректалног карцинома (CT26, HCT116). Претходна истраживања су показала да 

комплекси паладијума(II) са естрима (S,S)-етилендиамин-N,N′-ди-(2,2′-ди-(4-

хидроксибензил)) ацетатне киселине, такође показују дозно-зависну цитотоксичност 

према хуманим ћелијским линијама карцинома дојке (MDA-MB-231), плућа (A549) и 

лимфоцита хроничне лимфоцитне леукемије (257). Идеалан лек треба да има минималан 

утицај на здраве ћелије или да покаже ниску цитотоксичност према здравим, малигно 

неизмењеним ћелијама. Зато је један од циљева нашег истраживања био да испитамо 

ефикасност комплекса паладијума(II) и да проценимо њихов утицај на нетуморске 

мезенхималне матичне ћелије (mMSC) in vitro. Сви тестирани лиганди и комплекси 

смањили су виталност не-туморских ћелија на дозно-зависни начин. Након 24-часовне 

инкубације, комплекс C4 показао је нижи цитотоксични ефекат на mMSC при 

концентрацијама од 7,8 до 63,5 μM у поређењу са његовим ефектом на туморске ћелије, 

укључујући 4T1 и CT26 мишје туморске ћелије, као и MDA-MB-468 и HCT116 људске 

туморске ћелије. Смањена цитотоксичност комплекса C4 према mMSC, уз његову 

способност да смањује виталност 4T1, MDA-MB-468, CT26 и HCT116 туморских ћелија, 

указује на потенцијалну селективну цитотоксичност овог новог комплекса према 

туморима. Ови резултати сугеришу да би комплекс С4 могао бити мање токсичан, а више 

толерантан у живом организму. Истовремено, лиганд L4 је показао минималне 

цитотоксичне ефекте на mMSC при нижим концентрацијама, у опсегу од 7,8 до 31,25 

μM. Међутим, при вишим концентрацијама, забележен је значајан пад у проценту 

виталности mMSC.  

У оквиру ове докторске дисертације, темељно је испитана цитотоксичност C1-C4 

комплекса и L1-L4 лиганда процењивањем њихових полу-максималних инхибиторних 

концентрација (IC50). IC50 представља концентрацију потребну за инхибирање 50% 

виталних ћелија. Процена је обухватила неколико ћелијских линија, укључујући 4T1,  

MDA-MB-468, CT26, HCT116, као и не-туморске мишије мезенхималне матичне ћелије 

(mMSC). Добијене вредности указују да лиганд L4 има значајне цитотоксичне ефекте, у 

поређењу са осталим лигандима (L1-L3) и комплексима (C1-C4). С друге стране, 

цисплатина (CDDP), је показала снажнији цитотоксични ефекат на ове туморске ћелије 

у поређењу са C1-C4 комплексима. Међутим, важно је напоменути да је цисплатина 

такође показала и већу цитотоксичност према мишјим мезенхималним матичним 

ћелијама. На основу резултата MTT теста, комплекс C4 и лиганд L4 одабрани су за даља 

истраживања. 



 

62 
 

 

5.3.2.  Утицај С4 комплекса и L4 лиганда на апоптотску смрт туморских ћелија  

Након што смо утврдили да новосинтетисани комплекс С4 и лиганд L4 показују 

селективну цитотоксичну активност на ћелијске линије хуманог колоректалног 

карцинома, интересовало нас је на који начин остварују свој анти-туморски ефекат. 

Познато је да поремећаји у регулацији апоптозе играју кључну улогу у канцерогенези и 

резистенцији малигних ћелија на цитостатике (258). Због тога је циљ нових 

хемиотерапеутика да делују кроз стимулисање апоптозе. С обзиром на то да смо 

утврдили да комплекс С4 и лиганд L4 имају изражену цитотоксичну активност, наш 

следећи корак био је да испитамо који је доминантни механизам ћелијске смрти који ова 

једињења индукују. Апоптоза је процес програмиране ћелијске смрти који се одвија на 

нивоу појединачне ћелије, без оштећења околних ћелијских структура и без изазивања 

запаљенских реакција (259). Управо због тога, стимулисање апоптозе представља 

ефикасан приступ у лечењу карцинома. Апоптоза је праћена специфичним 

морфолошким променама (260). На почетку долази до губитка међућелијских веза, 

деградације цитоскелета и смањења волумена ћелије. Затим следи пикноза, након чега 

се јавља распад језгра (261). Молекул ДНК се фрагментише, ендоплазматични ретикулум 

се дилатира, а митохондрије ослобађају цитохром С (262). Плазма мембране се 

деформише, а на крају се формирају апоптотска телашца која садрже делове цитоплазме 

са нетакнутим органелама и деловима нуклеуса. Ова апоптотска телашца привлаче 

околне фагоците, попут макрофага и дендритских ћелија, које их ингестирају и 

разграђују у фаголизозомима. Очување интегритета ћелијске мембране спречава 

изливање ћелијског садржаја у околину, чиме се избегава запаљење у околном ткиву 

(263). Апоптоза је од суштинске важности за нормалан раст, развој и одржавање 

хомеостазе ткива. Она игра кључну улогу у ембрионалном развоју, процесу 

имплантације јајне ћелије и формирању неуронских синапси (264). Током каснијег 

живота, апоптоза омогућава уклањање кератиноцита који мигрирају ка површним 

слојевима коже, као и елиминацију аутореактивних Т и Б лимфоцита, као и ефекторских 

ћелија у завршним фазама имунског одговора (265). Овај процес је строго генетски 

контролисан и подразумева активну улогу ћелије, уз потрошњу енергије (266). Апоптоза 

има улогу да штити од развоја малигних тумора. Међутим, неке малигне ћелије су 

развиле механизме који им омогућавају да избегну овај процес и наставе да се деле. 

Најчешће се то дешава када дође до губитка p53 тумор-супресорске-функције (267). 

Такође, туморске ћелије могу повећати производњу молекула који спречавају апоптозу 

(нпр. Bcl-2, BclXL, BclX BclXS), или смањити ниво молекула који подстичу апоптозу 

(нпр. Bax, Bad, Bim, Bak, Bid) (268, 269). Bcl-2 је протеин који има значајну улогу у 

контроли унутрашњег пута апоптозе (270). Као што је поменуто, Bcl-2 је представник 

анти-апоптотских протеина. Ови протеини модулишу пропустљивост митохондријалне 

мембране спречавајући ослобађање цитохрома С, чиме регулишу ослобађање про-

апоптотских молекула из интермембранског простора митохондрија у цитоплазму и 

следствено покретање апоптозе (271, 272). Овај протеин је главни представник своје 

фамилије и има значајну улогу у контролисању ћелијске смрти. Он формира 

хетеродимере са про-апоптотским протеинима и стабилизује мембрану митохондрија. 

Такође, димеризацијом са Bax протеином ( енгл. Bcl-2-associated X protein), Bcl-2 

инхибира иницијацију апоптозе (273). Показано је да је Bcl-2 високо експримиран у 

хистолошки добро диферентованим туморима, са минималном-некрозом, што додатно 

потврђује његову улогу у инхибицији процеса апоптозе (274). Студија Yang et al., 

сугерише да Bcl-2 подстиче настанак резистенције на цитостатике (275). Са друге стране, 

друга студија Del Bufalo и сарадника показује да Bcl-2 може повећати сензитивност на 
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хемиотерапију (276). Такође, естроген доприноси развоју резистенције малигних ћелија 

на хемиотерапеутике, стимулишући експресију Bcl-2 молекула (277, 278). Овај 

стимулаторни ефекат се може објаснити већу отпорност ћелија на терапијске агенсе. 

Студије показују да се Bcl-2 повећано експримира током G1 фазе ћелијског циклуса, што 

за последицу има задржавање ћелија у G1 фази чиме се одлаже прелазак у Ѕ фазу (279, 

280). Овај механизам је још једно објашњење развоја резистенције на хемиотерапеутике, 

за које је познато да свој главни ефекат остварују у периоду Ѕ фазе.  Инхибитори 

апоптозе (енгл. Inhibitors of apoptosis, IAPs) свој ефекат остварују везивањем за каспазе 

и следственом блокадом њихове активности. Најзначајнији чланови ове групе протеина 

су Smac DIABLO ( енгл. Second Mitochondria-derived Activator of Caspases; Direct IAP-

Binding Protein with Low pI ) и Omi ( енгл. Outer Mitochondrial Membrane-associated 

protease ). Уз Bcl-2 и IAPs, и други протеини, као што су тумор супресорски протеин p53 

и онкоген c-Myc, такође играју кључну улогу у процесу апоптозе (281-283). Молекул р53, 

још назван и чуваром генома, детектује оштећења молекула ДНК и покреће процес 

апоптозе посредован Fas рецепторима смрти, смањује експресију  Bcl-2 анти-

апоптотског молекула и следствено подстиче активацију апоптозе (284). Такође, c-Myc ( 

енгл. Cellular Myelocytomatosis oncogene ) индукује апоптотску смрт тако што појачава 

експресију и тиме и инхибира главни негативног регулатора р53, молекул означен као 

Mdm2 ( енгл. Mouse Double Minute 2 homolog) (285). Способност комплекса C4 и лиганда 

L4 да индукују апоптозу у туморским ћелијама тестирана је методом проточне 

цитометрије, уз коришћење специфичних боја као што су Annexin V FITC и пропидијум 

јодид. Антикоагуланс хуманог порекла, Annexin V, је Ca2+ зависни протеин са масом од 

35-36 kDa везује се за фосфатидилсеринске остатке који се појављују на спољашњој 

страни ћелијске мембране у раним фазама апоптозе (286). С друге стране, пропидијум 

јодид може да продре и обоји ћелије само у каснијим фазама апоптозе или током некрозе 

(286). Извртање ћелијске мембране доводи до излагања фосфатидилсерина на њеној 

спољашњој површини, што служи као сигнал за фагоцитозу, односно као "eat me" знак 

који привлачи фагоците (252). Резултати теста апоптозе показали су значајан број ћелија 

HCT116 које су ушле у касну апоптозу након 24-часовног третмана комплексом C4 и 

лигандом L4, што је указало на јасну индукцију апоптозе у туморским ћелијама. Такође, 

примећено је да је значајан проценат HCT116 ћелија прошао кроз почетне фазе апоптозе 

након ових третмана, у поређењу са нетретираним ћелијама. Ови резултати су у складу 

са претходним истраживањима која су показала да комплекси паладијума(II) поседују 

потенцијал да индукују апоптозу у канцерогеним ћелијама (287). Процес апоптозе 

покрећу цитосолни ензими- каспазе (288). Каспазе су високо специфичне протеазе које 

се у ћелији синтетишу као неактивни прекурсори, прокаспазе. Ове прокаспазе се 

активирају протеолитичким цепањем, што покреће неповратну протеазну каскаду. 

Једном активирана, каспаза иницира активност других каспаза, чиме појачава 

апоптотски сигнал. Каспазе се деле на иницијаторске (каспаза 2, 8, 9 и 10) и ефекторске 

(каспаза 3, 6 и 7). Ови ензими делују на кључне регулаторе апоптозе, као и ензиме који 

контролишу ћелијски-циклус или су укључени у поправку оштећеног молекула ДНК 

(289). Апоптоза може бити индукована на више начина, међутим генерално се сматра да 

су основни путеви активације спољашњи и унутрашњи пут (290, 291). Молекули који су 

укључени у један сигнални пут могу активирати и други сигнални пут, чиме се повећава 

ефикасност процеса апоптозе (262). Спољашњи пут апоптозе покреће се када лиганди 

директно везују рецепторе на спољашњој мембрани ћелије, који су познати 

каорецептори смрти: TNF (  енгл. Tumor Necrosis Factor) , Fas ( енгл. First apoptosis signal 

receptor), CD40 ( енгл. Cluster of Differentiation 40) и TRAIL ( енгл. TNF-Related Apoptosis-

Inducing Ligand)  рецептори. Ова интеракција између лиганда и рецептора активира 

регрутацију адаптерних протеина и формирање DISC ( енгл. Death Inducing Signalling 
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Complex). Формирањем овог комплекса активирају се каспазе 8 и 10 из својих неактивних 

облика, што доводи до активације ефекторске каспазе-3, која затим покреће апоптозу 

(292-294). Каспаза-3 је укључена у протеолитичкој разградњи ћелијских компоненти и 

органела, може је активирати било која иницијаторска каспаза . Истраживања су 

показала да каспаза-3 активира CAD ендонуклеазе ( енгл. Caspase-Activated Dnase ), које 

су нормално потиснуте инхибитором ICAD ( енгл. Inhibitor of Caspase-Activated Dnase ). 

У ћелијама које пролазе кроз апоптозу, каспаза-3 одваја ICAD од CAD, чиме се ослобађа 

CAD, који затим разграђује хромозомску ДНК и следствене кондензације хроматина. 

Поред тога, каспаза-3 узрокује реорганизацију цитоскелета и дезинтеграцију ћелије у 

апоптска тела (295). Насупрот томе, унутрашњи или митохондријални пут се активира 

приликом дисбаланса између про-апоптотских и анти-апоптотских молекула. 

Митохондрије играју кључну улогу у преношењу апоптотских сигнала пореклом из 

ћелије, као последица оксидативног стреса, оштећења ДНК, недостатака раста, 

нутријената или ефеката хемиотерапеутских агенса (295, 296). Ови сигнали повећавају 

пропустљивост митохондријалне мембране, што доводи до ослобађања про-апоптотских 

протеина, као што је цитохром С у цитосол. Ослобођени цитохром С се везује за 

адаптерни протеин Apaf-1 ( енгл. Apoptosis Protease-Activating Factor 1), који даље 

преводи неактиван облик прокаспазу-9 у активирану каспазу-9. Ова активација покреће 

каскаду апоптозе, што даље активира каспазу-3, последњу у низу каспаза. Каспаза-3 

затим цепа актинске филаменте цитоскелета, изазивајући типичне морфолошке промене 

ћелије (297). 

Резултати у оквиру ове дисертације-показују да је третман HCT116 ћелија комплексом 

C4 и лигандом L4, довео до значајног смањења броја Bcl-2 позитивних HCT116 ћелија у 

поређењу са контролним нетретираним ћелијама. Насупрот томе, примећено је значајно 

повећање процента каспаза-3 позитивних ћелија. Третман C4 комплексом и L4 лигандом 

резултирао је повећањем броја туморских ћелија у обе фазе апоптозе (и ране и касне), 

као и повећаним процентом каспазе-3 позитивних туморских ћелија, док је истовремено 

дошло до смањења експресије анти-апоптотског молекула Bcl-2. Ови резултати су 

показали да комплекс C4 и лиганд L4 могу потенцијално покренути смрт туморских 

ћелија активацијом апоптозе. Слични резултати су добијени и у другим истраживањима, 

као што је студија Espino J. и сарадника (298). Ово подржава претпоставку да комплекси 

паладијума(II) имају потенцијал да инхибирају антиапоптотске молекуле као што је Bcl-

2, чиме подстичу апоптозу у туморским ћелијама. 

5.3.3. Испитивање утицаја С4 комплекса и L4 лиганда на пролиферацију ћелија 

хуманог колоректалног карцинома 

Ћелијски циклус је прецизно координисан процес који обухвата раст и деобу ћелија. Он 

се састоји из неколико фаза: G1 (припремна фаза), S (фаза синтезе ДНК), G2 (друга 

припремна фаза) и M (митоза, фаза деобе ћелије). У S-фази се одвија репликација ДНК, 

што доводи до стварања два комплетна сета ДНК. У М-фази, ћелија се дели и ствара две 

генетски идентичне ћерке ћелије, чиме се циклус завршава (299). Између фаза синтезе и 

деобе, постоје фазе раста и припреме: G1 и G2. G1 фаза је припремна фаза у којој се 

изводе важни процеси као што су експресија гена и синтеза протеина који су неопходни 

за раст ћелије и припрему за S фазу. Oву фазу највише контролишу екстраћелијски 

сигнали као што су фактори раста, али и онкогени и тумор супресорски гени. У 

нормалним ћелијама, ова фаза зависи од екстраћелијских сигнала, док туморске ћелије 

често показују мању зависност од њих (300). Ki-67, пролиферацијски индекс који се 

користи као маркер активно пролиферишућих ћелија и широко се примењује за процену 

пролиферативне активности, посебно у контексту туморских тумора (301). У питању је 
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нуклеарни антиген и ДНК везујући протеин који је везан за хетеро- и еухроматином. Ген 

за Ki-67 је локализован на дугом краку 10. хромозома (10q25) (302). Присутан је у 

пролиферативним фазама ћелијског циклуса, укључујући G1, S, G2 и M фазе, али се не 

налази у фази мировања (G0). Ниво експресије Ki-67 је директно повезан са стопом 

ћелијске пролферације, што га чини важним показатељем активности деловања 

туморских ћелија и ефикасности терапије (303, 304).  

У оквиру ове дисертације анализирани су ефекти паладијум(II) комплекса C4 и лиганда 

L4 на пролферативну активност ћелија HCT116 мерењем нивоа експресије Ki-67. 

Резултати су показали значајно смањење нивоа Ki-67 позитивних HCT116 ћелија које су 

третиране испитиваним једињењима  C4 и L4, указујући на значајан пад у процесу 

пролиферације ћелија. Овакав пад у експресији Ki-67 истиче потенцијал ових супстанци 

да инхибирају раст туморских ћелија, што сугерише да комплекс C4 и лиганд L4 могу 

деловати као ефикасни антипролферативни агенси. Слични резултати су добијени и у 

другим истраживањима која су се бавила применом паладијум(II) комплекса са 

бензодиазинским лигандима, где је такође забележено значајно смањење броја Ki-67 

позитивних ћелија, што додатно потврђује антипролферативни ефекат ових комплекса 

на различите ћелијске линије (305). Да би се боље разумели молекулски механизми који 

стоје иза антитуморских ефеката C4 комплекса и L4 лиганда, испитиван је утицај ових 

супстанци на заустављање ћелијског циклуса. У оквиру ове дисертације, ћелије HCT116 

су третиране C4 комплексом и L4 лигандом током 24 сата, при чему су оба испитивана 

једињења ефикасно индукована заустављање ћелијског циклуса у G0/G1 фази. G0/G1 

фаза је важна у контроли раста ћелија, јер у њој долази до припреме ћелија за подељеност 

и репликацију ДНК. Прелазак у ову фазу може бити последица молекулских промена 

које су се десиле у туморским ћелијама након третмана са испитиваним једињењима  C4 

и L4, што подразумева успоравање или потпуно блокирање раста и деобе ћелија. 

Смањење броја ћелија које су се нашле у S фази, која је одговорна за репликацију ДНК, 

такође потврђује да једињења C4 и L4 успевају да блокирају напредовање ћелијског 

циклуса. Ова запажања су у складу са сличним истраживањима која су показала да 

паладијум(II) комплекси са дериватима фенилаланина такође доводе до заустављања 

циклуса у G0/G1 фази, што указује на потенцијал ових супстанци у блокирању туморског 

раста (306).  

Ћелијски циклус регулишу три главне групе протеина: циклин-зависне киназе CDK, 

циклини и инхибитори циклин зависних киназа. CDK су ензими који фосфорилишу 

интрацелуларне протеине који иницирају или регулишу главне догађаје у ћелијском 

циклусу и активирају их, а активност циклин-зависних киназа варира у зависности од 

фазе ћелијског циклуса (307). Да би постигле активацију, CDK морају бити повезане са 

циклинима, који су протеини чија експресија расте и опада у различитим фазама циклуса. 

Четири класе циклина (D, E, A, B) регулишу прелазак из једне фазе циклуса у другу, 

формирајући комплексе циклин-CDK. Активност ових комплекса може бити блокирана 

инхибиторима циклин-зависних киназа, који спречавају њихову активност. Ови 

механизми координишу раст и деобу ћелије, а дисрегулација овог процеса може довести 

до неконтролисаног раста, као што је случај у канцерогенези (308). Циклини класе D, 

посебно циклин D3, има функцију да омогући прелазак из G1 у S фазу ћелијског циклуса, 

чиме регулишу почетни корак у процесу репликације ДНК. Због овога je њихова 

регулација круцијална у канцерогенези. Абнормално високи нивои циклина D могу 

довести до неконтролисаног раста ћелија и развоја тумора (309).  

У овој дисертацији, испитивали смо утицај C4 комплекса и L4 лиганда на експресију 

циклина D у HCT116 туморским ћелијама. Након 24 сата инкубације са IC50 
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концентрацијама испитиваних супстанци експресија циклина D је била смањена, иако 

ова промена није била статистички значајна. Смањење експресије циклина D указује на 

потенцијални механизам деловања ових супстанци у инхибицији пролферације ћелија, 

јер циклин D3 управља кључним процесом који омогућава прелазак из G1 у S фазу. 

Слична открића су забележена и у другим студијама, где су нови паладијум(II) 

комплекси са дериватима 2-аминотиазола такође смањили експресију циклина D (310). 

Ова открића додатно подржавају теорију да смањење циклина D представља заједнички 

механизам у антипролферативним ефектима различитих паладијумских комплекса. 

Инхибицијом циклина D, може се постићи ефективна блокада напредовања ћелијског 

циклуса, чиме се спречава раст и деоба туморских ћелија.  

Такође, ова истраживања показују да C4 комплекс и L4 лиганд имају потенцијал да 

ефикасно смање пролиферацију туморских ћелија, и то кроз неколико механизама, 

укључујући индукцију заустављања ћелијског циклуса у G0/G1 фази, као и смањење 

експресије циклина D, што додатно наглашава потенцијал испитиваних једињења C4 и 

L4 као антипролферативних агенса у лечењу канцера. 

5.4. Испитивање антимикробне активности лиганада L1-L4 и комплекса С1-С4  

Резистенција микроорганизама на антибиотике постаје глобални проблем, а све већи број 

микроорганизама развија резистентност. Овај тренд доводи до све веће потребе за 

проналажењем нових антимикробних агенаса, уз паралелну потребу за превенцијом и 

контролом ширења резистентних сојева (311). Јони метала, поред своје улоге у бројним 

хемијским реакцијама унутар микроорганизама, показују значајан антимикробни ефекат 

тако што изазивају дисфункцију протеина, инхибирају активности ензима, стимулишу 

продукцију реактивних кисеоничних врста и слободних радикала, оштећују ћелијске 

мембране и нарушавају транспорт електрона у микроорганизмима (312). Јони метала, као 

и наночестице и метални комплекси који демонстрирају антимикробну активност, 

познати су као "металоантибиотици" и представљају перспективну, али још увек 

недовољно истражену групу потенцијалних кандидата за развој нових антибиотика 

(313). Резултати in vitro тестирања антимикробне активности синтетисаних лиганда и 

одговарајућих паладијум(II) комплекса, као и позитивних контрола- тетрациклин и 

флуконазол, представљени су у Табелама 5, 6 и 7. Као растварач је коришћен 10% 

диметилсулфоксид, који није показао инхибиторни ефекат на раст тестираних 

микроорганизама. Интензитет антимикробне активности варирао је у зависности од 

врсте микроорганизма и типа супстанци које су биле тестиране. Генерално, тестиране 

супстанце показују селективну и умерену активност. Минималне инхибиторне 

концентрације (MIC) за лигандe су биле у опсегу од 15,63 до >1000 μg mL−1, док су за 

комплексе биле од 62,50 до >1000 μg mL−1. Комплекси C1 и C2 показују бољу 

антимикробну активност од својих лиганда L1 и L2, док је у случају комплекса C3 и C4 

ситуација обрнута, али разлике у дејству нису биле значајне. Лиганд L4 показао је 

најбољи ефекат против Грам-позитивних бактерија као што су Staphylococcus aureus, 

ATCC 25923 и Bacillus subtilis (стандардни и клинички сој). Такође, исти лиганд је 

показао добру активност против квасница у концентрацијама од 62,50 до 250 μg mL−1, а 

најосетљивији на његов утицај била је Rhodotorula mucilaginosa. Осетљивост је у опсегу 

који је сличан позитивној контроли са флуконазолом. Претходна истраживања потврђују 

да постоји разлика у дејству испитиваних супстанци на Грам-позитивне и Грам-

негативне бактерије (314-316). Ефекат на Грам-негативне бактерије је био слаб, с 

изузетком комплекса C2 и лиганда L4 који су имали MIC од 62,50 μg mL−1 против 

Escherichia coli ATCC 25922. Друга истраживања такође су показала да неки лиганди и 

паладијум(II) комплекси имају јаку антибактеријску активност против Escherichia coli 
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(317, 318). Ранија истраживања су показала да неки паладијум(II) комплекси са алкил 

естрима (S,S)-етилендиамина-N,N′-ди-2-пропанске киселине имају значајну 

антифунгалну активност против патогених гљива као што су Aspergillus flavus и 

Aspergillus fumigatus. Као и у нашем истраживању, ови комплекси су такође показали 

умерену антибактеријску активност (319).  Диалкил естри етилендиамина-N,N′-ди-S,S-

(2,2′-дибензил) ацетатне киселине и њихови  комплекси платине(IV) показали су 

различит степен антимикробне активности у зависности од тестираних врста, што се 

подудара са нашим резултатима. Ови лиганди су показали бољу активност против већине 

тестираних гљива у поређењу са одговарајућим комплексима платине(IV), што је 

упоредиво с нашим резултатима (320). Такође, комплекси платине(IV) су показали 

значајну или умерену активност против Грам-позитивних бактерија и ниску активност 

против Грам-негативних бактерија (320). Слично нашим налазима, утврђено је да 

паладијумови комплекси са различитим естрима етилендиамина или (S,S)-

пропилендиамина као лигандима углавном показују ниже антимикробне активности у 

поређењу са комерцијалним антибиотицима (317, 319). 
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6. ЗАКЉУЧАК 
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У оквиру ове докторске дисертације синтетисана су четири нова лиганда  L1-L4 и 

њихови одговарајући паладијум(II) комплекси C1-C4. Награђени лиганди и комплекси 

окарактерисани су елементалном микроанализом, инфрацрвеном (IR) и нуклеарно-

магнетно-резонанционом (1H и 13C NMR) спетроскопијом. Резултати елементалних 

анализа показали су да су израчунате вредности у сагласности са нађеним вредностима, 

чиме су потврђене претпостављене структуре за лиганде и за комплексе. На основу 

резултата инфрацрвене спектроскопије утврђено је да се диалкил естри (S,S)-

пропилендиамин-N,N'-ди-(2,2'-ди-(4-хидрокси-бензил) сирћетнe киселинe дихлор- 

хидратa координују за паладијум(II) јон преко два атома азота из пропилендиаминског 

моста. Према броју, положају и изгледу сигнала у 1H и 13C NMR спектрима потврђене су 

структуре добијених лиганада и одговарајућих паладијум(II) комплекса, као и начин 

координације. Флуоресцентна спектроскопија је коришћена за процену интеракције са 

ДНК и својстава везивања за протеине испитиваних комплекса. Сви комплекси показали 

су високи афинитет везивања за ХСA протеин, са релативно високим константама 

везивања. Студије интеракције са ЦТ-ДНК откриле су да се паладијум(II) комплекси 

везују за ДНК, при чему мерења вискозности указују на одсуство интеркалације између 

база ДНК, што сугерише везивање за мање или веће жлебове молекула ДНК.  

У овој дисертацији испитани су и цитотоксични и антипролиферативни ефекти 

новосинтетисаних лиганда и комплекса на различитим ћелијским линијама, укључујући 

карциногене и здраве ћелије. Посебно је истакнут лиганд L4, који је показао значајну 

цитотоксичност према карциногеним ћелијама уз ниску токсичност према 

неканцерогеним ћелијама, што указује на његову потенцијалну селективност и 

ефикасност. Лиганд L4, као и комплекс C4, индуковали су апоптозу у HCT116 ћелијама, 

што је потврђено повећаним бројем ћелија у раној и касној фази апоптозе, појачаном 

експресијом активне каспазе-3, и смањеном експресијом антиапоптотског протеина Bcl-

2. Додатно, значајно смањење експресије Ki-67 и заустављање ћелијског циклуса у фази 

G0/G1 наглашавају потенцијал ових једињења за инхибицију пролиферације ћелија 

карцинома. Иако су добијени резултати обећавајући, потребна су даља in vitro и in vivo 

истраживања како би се у потпуности разумели механизми дејства, оптимизовала 

терапијска ефикасност и проценила безбедност употребе ових једињења. Ова будућа 

истраживања су кључна за могућу клиничку примену и развој ефикасних терапијских 

опција за лечење карцинома. Такође, у оквиру ове дисертације испитано је и 

антимикробно дејство ових једињења. Активност испитиваних једињења је варирала у 

зависности од врсте микроорганизма и типа супстанце. Генерално, тестирана једињења 

показала су селективну и умерену активност, при чему је лиганд L4 показао најјаче 

антимикробно дејство према већини тестираних Грам-позитивних бактерија и гљивица. 

Поред тога, лиганд L4 и комплекс C2 показали су и добру активност против E. coli ATCC 

25922, указујући на могућу примену у борби против одређених бактеријских инфекција. 
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СКРАЋЕНИЦЕ 
 

NSAID         Nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

APC             Adenomatous Polyposis Coli 

K-Ras           Kirsten rat sarcoma virus 

p53               Tumor protein p53 

PTEN           Phosphatase and tensin homolog 

MUTYH      mutY DNA glycosylase homolog 

G-протеин  Guanine nucleotide-binding protein 

GTP             Guanosine-5'-triphosphate 

GDP             Guanosine diphosphate 

EGFR           Epidermal growth factor receptor 

CIN               Chromosomal instability pathway 

MSI               Microsatellite instability pathway 

CIMP            CpG island methylation pathway 

MMR            Мismatch repair 

MLH1           MutL Homolog 1  

MSH2           MutS Homolog 2 

MSH6           MutS Homolog 6 

PMS2            Postmeiotic Segregation 2  

BRAF            B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase 

FAP               Familial adenomatous polyposis 

AFAP            Attenuated Familial Adenomatous Polyposis 

HNPCC        Hereditary nonpolyposis colon cancer 

CEA              Carcinoembryonic Antigen  

CT                 Computed tomography 

MRI              Magnetic Resonance Imaging 

TNM             Tumour, Node, Metastasis 

FOBT            Fecal occult blood test 

FIT                Fecal immunochemical test 

NCCN®          National Comprehensive Cancer Network®  

ACOSOG       American College of Surgeons Oncology Group  



 

 

ALaCaRT      Australasian Laparoscopic Cancer of the Rectum Trial 

CRM              Circumferential Resection Margin 

EBRT             External beam radiation therapy 

VEGF             Vascular Endothelial Growth Factor   

EUS                Endoscopic Ultrasound  

CRC               Colorectal Cancer  

VEGFR          Vascular Endothelial Growth Factor Receptor  

mAb               Monoclonal antibody 

ACT               Adoptive cell transfer 

TSA                Тumor-specific antigens  

TAA               Tumor-associated antigens 

PD-1               Programmed cell death protein 1 

PD-L1            Programmed cell death-ligand 1 

CTLA-4         Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 

MUC1            The transmembrane glycoprotein mucin 1 

IFN-α             Interferon-alpha 

IL-2                Interleukin-2 

BMI                Body mass index 

BRCA1           BReast CAncer gene 1 

BRCA2           BReast CAncer gene 2  

HER2              Human epidermal growth factor receptor-2 

RNA                Ribonucleic acid 

MKI67            Marker of Proliferation Ki-67 

AURKA          Aurora Kinase A 

ERBB2            Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2 

PIK3CA          Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha 

KRT5              Keratin 5 

ER                   Estrogen Receptor 

CDK               Cyclin-Dependent Kinase 

MAPK            Mitogen-Activated Protein Kinase 

PI3K               Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase 

RING              Really Interesting New Gene  



 

 

BRCT             BRCA1 C-Terminal  

CHEK2          Checkpoint Kinase 2 

BRIP1            BRCA1 Interacting Protein C-terminal Helicase 1 

ATM              Ataxia Telangiectasia Mutated 

PALB2          Partner And Localizer of BRCA2  

FNA               Fine Needle Aspiration 

PET               Positron Emission Tomography 

ESMO           European Society for Medical Oncology 

PARP            Poly-ADP ribose polymerase 

G-CSF           Granulocyte Colony-Stimulating Factor 

SERM           Selective Estrogen Receptor Modulators 

TKI               Tyrosine Kinase Inhibitors 

CAR-T          Chimeric Antigen Receptor T cell 

MRSA           Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus  

ROS               Reactive Oxygen Species  

IR                   Infrared  

СТ26              Colon Tumor 26  

4Т1                 4 Tumor 1  

НСТ116         Human Colorectal Tumor 116  

MDA-MB-468 MDA-M.D. Anderson Cancer Center, MB- Metastatic Breast 468  

mMSCs           mouse Mesenchymal Stem Cells  

HSA                Human Serum Albumin 

CT-DNA         Calf Thymus DNA  

DMEM           Dulbecco`s Modified Eagles Medium 

FBS                Fetal Bovine Serum 

Bcl-2               B-cell lymphoma 2 

CFU                Colony forming units 

MIC                Minimum Inhibitory Concentration  

MMC              Minimal Microbicidal Concentration  

Bax                  Bcl-2-associated X protein 

IAPs                Inhibitors of apoptosis 



 

 

Smac DIABLO Second Mitochondria-derived Activator of Caspases; Direct IAP-Binding 

Protein with Low pI  

Omi                 Outer Mitochondrial Membrane-associated protease  

c-Myc              Cellular Myelocytomatosis oncogene  

Mdm2             Mouse Double Minute 2 homolog 

TNF                Tumor Necrosis Factor 

Fas                  First apoptosis signal receptor 

CD40              Cluster of Differentiation 40 

TRAIL           TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand 

DISC              Death Inducing Signalling Complex 

CAD               Caspase-Activated Dnase  

ICAD             Inhibitor of Caspase-Activated Dnase  

Apaf-1           Apoptosis Protease-Activating Factor 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Биографија  

 

Кемал Ћоровић, рођен 23. фебруара 1984. године у Новом Пазару, Република Србија, 

истакао се одличним успехом у основној и средњој школи у Тутину, где је добитник и 

бројних награда за успех током школовања. Наставио је образовање на Факултету 

медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, где је уписан 2002. године. Дипломирао 

је 2008. године са просечном оценом 9,30 и стекао назив доктора медицине. Од 2008. 

године запослен је у Дому здравља Тутин. Исте 2008. године уписује докторске 

академске студије на Факултету медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, изборно 

подручје: клиничка и експериментална интерна медицина, а потом мења изборно 

подручје у клиничка и експериментална хирургија и положио је усмени докторски испит 

у марту 2011 године. Након тога је започео специјализацију из области опште хирургије 

2013. године на Медицинском факултету Универзитета у Крагујевцу и завршио у јануару 

2019. године. Од 2020 године је именован на функцију в.д. директора Дома здравља 

Тутин коју и даље успешно обавља. Ожењен је и отац двоје деце. Аутор је и коаутор 

више радова у часописима од међународног и националног значаја са рецензијом. 

Познаје рад на рачунарима (Word, Excel, PowerPoint, SPSS) и говори енглески језик. 
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