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„Неизмерно сам захвална својој 

породици на безграничној љубави и 

подршци!“  



Сажетак 

Најчешћи тип малигнитета усне дупље су сквамоцелуларни карциноми, малигни 

тумори који потичу од ћелија мукозе. Значај савремених хемиотерапеутика је немерљив 

у терапији, али услед појаве нежељених дејстава приликом њихове примене и појаве 

резистенције тумора на терапију је потрага за новим хемиотерапеутицима и даље 

актуелна. 

Због тога је циљ нашег истраживања био испитивање антитуморског ефекта, као 

и механизма дејства новосинтетисаних динуклеарних комплекса паладијума: Pd1 

(([Pd(dien)]2(µ-pz))(ClO4)4 и Pd2 (([Pd(dien)]2(µ-pydz))(ClO4)4 на ћелијске линије: SCC-4 

– сквамоцелуларни карцином језика и MRC-5 – фибробласти (контрола). Цисплатина и 

оксалиплатина су коришћени као референтни цитостатици.  

  Резултати наше студије су показали да тестирани комплекси паладијума, Pd1 и 

Pd2 делују цитотоксично на ћелије сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4, а 

демонстрирају слабо цитотоксично дејство на испитиване фибробласте. Такође, ови 

комплекси индукују смањење вијабилности туморских ћелија активирањем 

програмиране ћелијске смрти. Поред тога, Pd1 и Pd2 значајно мењају однос 

проапоптотичног протеина bax и антиапоптотичног bcl-2 протеина код коришћених 

ћелија сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4 тако што повећавају концентрацију 

bax протеина и смањују концентрацију bcl-2 протеина. Такође, Pd1 и Pd2 условљавају 

повећање процента ћелија које емитују флуоресценцу на каспазу-3. 

 Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II), Pd1 и Pd2 селективно смањују 

вијабилност ћелија сквамоцелуларног карцинома тако што ремете однос 

проапоптотичних и антиапоптотичних протеина и доводе до активације каспаза-

зависног унутрашњег (митохондријалног) пута апоптозе. 

 

 

 

 

 

 

Кључне речи: паладијум(II) комплекси, сквамоцелуларни карцином, малигнитети усне 

дупље, апоптоза, ћелијски циклус, цитотоксичност. 

 



 
 
 

 

 

Summary 

The most common type of malignancy of the oral cavity is squamous cell carcinoma, malignant 

tumors originating from mucosal cells. The importance of modern chemotherapeutics is 

immeasurable in therapy, but due to the occurrence of unwanted effects during their application 

and the emergence of tumor resistance to therapy, the search for new chemotherapeutics is still 

current. 

Therefore, the goal of our research was to investigate the antitumor effect, as well as the 

mechanism of action of newly synthesized palladium dinuclear complexes: Pd1 

(([Pd(dien)]2(µ-pz))(ClO4)4 and Pd2 (([Pd(dien)]2(µ-pydz))(ClO4)4 on cell lines: SCC-4 - 

squamous cell carcinoma of the tongue and MRC-5 - fibroblasts (control). Cisplatin and 

oxaliplatin were used as reference cytostatics. 

The results of our research showed that our newly synthesized complexes of palladium(II), Pd1 

and Pd2 have a strong cytotoxic effect on SCC-4 tongue squamous cell carcinoma cells, and 

have an insignificant cytotoxic effect on the tested, non-malignantly altered MRC-5 cells 

(fibroblasts). It has also been shown that these complexes reduce the viability of tumor cells by 

inducing apoptosis. In addition, Pd1 and Pd2 affect the relative ratio of proapoptotic protein 

bax and antiapoptotic bcl-2 protein in the examined SCC-4 tongue squamous cell carcinoma 

cells by increasing the percentage of active proapoptotic protein bax and decreasing the amount 

of antiapoptotic protein bcl-2 within the tumor cells. Also, Pd1 and Pd2 increase the percentage 

of cells emitting fluorescence for active caspase-3. 

Our newly synthesized palladium(II) complexes, Pd1 and Pd2, selectively reduce the viability 

of squamous cell carcinoma cells by disrupting the ratio of proapoptotic and antiapoptotic 

proteins and leading to the activation of the caspase-dependent intrinsic (mitochondrial) 

apoptosis pathway. 

 

 

Key words: palladium(II) complexes, squamous cell carcinoma, oral cavity malignancies, 

apoptosis, cytotoxicity. 
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 1.1. МАЛИГНИ ТУМОРИ 

 

Канцер је болест у којој у телу оболелог долази до неконтролисанe пролиферације 

као и ширења малигно трансформисаних ћелија (1). Малигне болести могу захватити 

сваки орган и обухватају више од стотину болести (1, 2). Карциноми су други по реду 

узрок смрти у развијеним земљама одмах након кардиоваскуларних болести (1, 3). 

Термин канцер, малигна неоплазма или малигни тумор су синоними и они се разликују 

од бенигних тумора по дедиференцијацији, инвазивности и способности да 

метастазирају (2). У терапији канцера постоје три основна приступа, хирушка ексцизија, 

зрачење и хемиотерапија (2, 4). Хемиотерапија можемо применити самостално или као 

терапијски додатак (2). За адекватну терапију и потпуно излечење од есенцијалног 

значаја је што раније дијагностиковање, односно рано откривање постојећих 

малигнитета.  

Већина туморских ћелија садржи већи број мутација, односно у туморским 

ћелијама су детектоване мултипле мутације (5, 6). Такоће, малигне ћелије имају својства 

слична феталним ћелијама које још нису почеле процес диферецијације и сазревања (6, 

7). Не само да постоји неспособност малигних ћелија да врше адекватно своје функције, 

већ канцерска ћелија у борби за преживљавање кристи природну мутабилност и 

природну селекцију да би постигла ,,предност“ над малигно неизмењеним ћелијама (7). 

У физиолошким условима при деству многобројних и разноврсних етиолошких фактора 

настају и мања ћелијска оштећења, која не доводе до некротске већ до индукције 

апоптотске смрти захваћених ћелија, мутације у генима који омогућавају апоптозу могу 

бити праћене акумулацијом и настанком тумора (8).  

Према најновијим доступним подацима, објављеним од стране NCI, National 

Cancer Institute само у 2020. години код више од два милиона људи је дијагностикован 

различит тип канцера (9). Исте године, регистровано је преко шестохиљада смртних 

случајева (9). Према статистичким подацима објављеним од стране World Cancer 

Research Fund International, најчешће дијагностиковани карциноми у 2020. години код 

оба пола су карцином дојке, карцином плућа и колоректални карцином (10). Код 

мушкараца најчешћа три дијагностикована малигнитета у 2020. години су карцином 

плућа, карцином простате и колоректални карцином (10). Насупрот томе код жена у 

2020. години најчешће дијагностиковани малигнитети су карцином дојке, колоректални 

карцином и карцином цервикса (10).  

Главни узроци високе стопе смртности код оболелих од карцинома су одсуство 

раних симптома и касно постављање дијагнозе. Додатни проблем представља чињеница 

да веома често и након благовремене и најсавременије трапије не може доћи до потпуног 

излечења. Из претходно наведених разлога сматра се да је за успешну терапију 

неопходно што детаљније познавање веома сложеног процеса канцерогенезе. Стога, 

нова, савремена  истраживања имају задатак да што детаљније и прецизније дефинишу 

сам процес канцерогенезе, а све у циљу проналажења адекватне терапије. 

Карциноми усне дупље су на шестом месту по учесталости свих типова 

малигнитета. Најчешћи тип малигнитета усне дупље су сквамоцелуларни карциноми, 

малигни тумори који потичу од ћелија мукозе. Најчешћа локализација интраоралних 

сквамоцелуларних карцинома је бочна ивица и вентрална површина језика. Узроци који 

доводе до појаве сквамоцелуларног карцинома усне дупље су бројни, а међу њима 
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спадају лоша хигијена усне дупље и траума. Огроман значај у лечењу ових промена 

имају рана дијагноза и адекватна терапија.  

 Највећи број пацијената који имају градус I - IVa карцинома усне дупље се 

подвргавају хируршкој терапији или хеморадијационој терапији. С друге стране, 

пацијенти који имају карциноме усне дупље градуса IVb или IVc бивају подвгнути само 

комбинацији зрачне и хемиотерапије, а зависно од општег статуса организма, често је 

хемиотерапија једини терапијски приступ. Стога је и у стоматологији, као и у другим 

гранама медицине немерљив значај савремених хемиотерапеутика (9, 10). 
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1.2. ОНКОГЕНЕЗА 

 

 Тумор није јединствена болест и не постоји само један узрочник који изазива 

настанак тумора (11-13). Фактори који узрокују настанак тумора су многобројни и 

разноврсни, а обухваћени су заједничким називом канцерогени фактори (2, 7). 

Највероватније је претпсотавка да у току индукције туморског процеса долази до 

интеракције између више фактора ризика или поновљеног излагања једном истом 

канцерогену (7, 14). Кoмбинација поједних фактора ризика је повезана са одређеним 

облицима тумора (2). 

Малигна трансформација ћелија настаје услед једне или више мутација у 

молекулу ДНК (15, 17). Мутације у молекулу ДНК ћелије могу бити стечене или наследне 

(2, 18). Процес малигне трансформације је веома сложен, вишестепени процес, који 

укључује не само промене на нивоу ДНК већ више епигенетских фактора као што су 

деловање хормона, ко-карциногена, промотера и др (19, 20). Ови фактори сами по себи 

нису примарни узрок настанка канцера, али могу знатно повећати могућност да генетске 

мутације на крају  резултирају развојем малигнитета. Иако све типове малигнитета 

можемо сврстати у генетске болести треба напоменути да већина канцера није наследне 

природе (21).  

Веома је битна чињеница да малигно измењене ћелије карактерише неконтрлисан 

раст, при чему се јавља висок степен резистенције на физиолошке регулацијске 

механизме за раст и пролиферацију (22, 23). Инфлитрација малигних ћелија у околно 

ткиво и разарање истог може довести до тога да захваћено ткиво постане 

инсуфицијентно. Међусобни контакт канцерских ћелија је слабији у односу на малигно 

неизмењене ћелије чиме је омогућено њихово ширење на друга места у организму где 

настављају раст (метастазе) (24-26).  

Малигна трансформација је вома сложен процес који пролази кроз више 

стадијума (слика 1). Први, иреверзибилни стадијум је назван иницијација (1, 27). У овом 

стадијуму долази до настанка од једне моноклоналне малигно преображене ћелије више 

клонова малигних ћелија (7, 27). Други стадијум у канцерогенези је реверзибилни и 

назван је промоција (28, 29). Овај стадијум у потпуности зависи од степена деловања 

штетних фактора који доприносе развоју канцерогенезе. Трећи стадијум се назива 

прогресија, представља иреверзибилан процес где су јасно уочљиве све геномске 

промене и ствара се примарни, локални тумор (27). Четврти стадијум је заправо 

метастазирање што представља ширење малигних ћелија на удаљена места у организму 

(30, 31).  

 

Слика 1. Фазе у процесу канцерогенезе 
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Године 1914. Бовери је промовисао теорију да ћелије постају малигно 

трансформисане као последица прекомерне активације гена који промовишу ћелијску 

деобу или је узрок потпуни губитак функције гена који нормално спречавају раст ћелија 

(32, 33). Стога, можемо недвосмислено закључити да постоје две главне групе генских 

поромена које резултирају настанком канцера, активација протоонкогена у онкогене и 

инактивација гена супресије тумора (33-35). Прецизније, гени чија је улога у промоцији  

ћелијског раста називају се протоонкогени, а уколико дође до активације ових гена путем 

point мутација, амплификација или поремећаја регулације конвертују се у онкогене (36-

38). Гени, физиолошки задужени да спрече раст ћелија називају се тумор супрсори, услед 

губитка њихове функције последично се јавља неконтролисан и убрзан ћелијски раст 

(39-41). Такође, треба поменути и трећу групу гена који су укључени у патогенезу 

малигнитета коју називамо гени за репарацију ДНК молекула. Ензим ДНК полимераза 

има лимитирану стопу поправке грешака у молекулу ДНК што може бити још један од 

механизама настанка канцерске ћелије (42, 43). Када механизми поправке не 

функционишу стопа нагомилавања мутације расте са сваком ћелијском деобом.  

 Први детектовани онкогени су ras онкогени (7, 44). Кодирају протеине 

молекуласке масе 21 kDa који се налазе на унутрашњој површини ћелијске мембране (44, 

45). Ови p21 протеини имају могућност везивања GTP и GDP-a и учествују у преносу 

митогених сигнала (46, 47). Тачкаста мутација на молекулу ДНК доводи до настанка ras 

онкогена, чиме је такође омогућена некотролисана ћелијска пролиферација (7). 

Различити типови малигнитета се повезују са активношћу ras онкогена као што су: 

акутна мијелоидна леукемија, тумор плућа, тумор панкреаса (38). Мутације у једном од 

ras гена, H-ras налазе се у 85% канцера панкреаса. Такође, активност ras онкогена је 

детектована код полипа колона, што је практично преканцерска фаза у настанку 

карцинома колона (7). 

 Протоокоген c-erb B-2 кодира трансмембрански протеин молекулске масе 185 

kDa који је експримиран на епителним ћелијама а сличан је рецептору за епиермални 

фактор раста (EGFR). Амплификација c-erb B-2 у онкоген детектована је код карцинома 

дојке, јајника и гастроинтестиналног тракта (7, 48, 49).  

Продукт bcl-2 онкогена је заправо мембрански интегрални протеин локализован 

у спољашњој митохондријалној мембрани, као и у мембрани ендоплазматског 

ретикулума (7, 50). Протеин bcl-2 има есенцијалну улогу у спречавању програмиране 

ћелијске смрти (51, 52). Абнормалне експресија bcl-2 гена детектована је у раној фази 

тумора ректума, а Bcl-2 онкопротеин је детектован у повећаној концентрацији код 

различитих хематолошких малигнитета (53, 54, 55).  

Траснлокација abl протоонкогена са хромозома 9 на хромозом 22 (9:22) је 

детектована у хроничној мијелоидној леукемији. Последица претходно поменуте 

транслокације је неконтролисана пролиферација ћелија (56-59).  

Тумор супресоркси гени су најчешће одговорни за наследне канцерске синдроме. 

Заједничка обележја за све тумор супресорске гене су: герминативна мутација која 

погађа један алел изазива губитак функције, тумори испољавају губитак другог алела као 

последицу соматске мутације, нормална функција гена је спречавање неконтролисаног 

ћелијског раста (2).  
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Ретинобластомски ген (RB) је тумор супресорски ген, инактивирајућа мутација 

захвата један алел RB гена на хромозому 13 у породицама које испољавају доминантно 

наслеђивање подложности за ретинобластом (60, 61). 

Тумор супресорски ген чије оштећење је од есенцијалног значаја за процес 

канцерогенезе и формирање солидних тумора је p53 ген на хромозому 17 p (62-65). 

Истраживања су показала да су мутације p53 гена детектоване код половине укупно 

дијагностикованих тумора (7). Герминативне мутације p53 гена доводе до фенотипског 

испољавања познатог као Li-Fraumenijev синдром кога карактерише стварање 

различитих саркома, тумора мозга и леукемија (66, 67). 

Референтни подаци недвосмислено указују да особе код којих је дијагностикован 

карцином дојке или карцином оваријума наслеђују гене, који их чине подложним за 

развој претходно поменутих малигнитета.  Методом позиционог клонирања два гена су 

откривена BRCA 1 и BRCA 2 (68, 69). Локализација BRCA 1 гена је на хромозому 17, а 

мутација овог гена ствара висок ризик (85% током живота) за развој канцера дојке или 

оваријума (50% током живота) (7, 69). Такође, значајан податак је да мушкарци носиоци 

BRCA 1 мутације имају повећан ризик за развој канцера простате (70). Локализација 

BRCA 2 гена је на хромозому 13, а мутација овог гена носи ризик за настанак карцинома 

дојке и оваријума. Учесталост BRCA 2 мутације је упола мања од учесталости BRCA 1 (7, 

71). 

Услед неконтролисане убрзане деобе, метаболизам малигних ћелија се разликује 

у односу на метаболизам малигно неизмењених ћелија (72). У малигним ћелијама 

појачана је синтеза молекула ДНК, као и синтеза нуклеотида. Сходно томе, повећана је 

активност ензима који учествују у синтези ДНК молекула као што су лигазе, нуклезе, 

ДНК полимеразе (73, 74) . У митохондријама су присутни димери ДНК карактеристични 

за туморске ћелије (75). Такође, детектована је и појачана синтеза РНК молекула као и 

повећан степен активности ензима РНК полимеразе (76). Појављује се тРНК за 

онкофеталне протеине. Услед стимулације синтезе РНК молекула забележен је и појчан 

степен метаболизма полиамина (7).  

Метаболизам малигно измењених ћелија обухвата и појачану синтезу протеина 

(77, 78). Такође, у веома малој количини су присутни ензими чије активности подлежу 

хормонској регулацији или другим механизмима регулације, уместо њих присутни су у 

већој концентрацији ензими и протеини карактеристични за феталне ћелије (7, 78). 

Изразито је присутна повечана активност колагеназе, чиме малигна ћелија има 

могућност деструкције околног ткива. Прецизније, малигне ћелије појачано отпуштају 

протеолитичке ензиме (79, 80).  

Малигне ћелије садрже мањи број митохондрија, уз промењен састав 

мембранских протеина и липида. Такође, повећан је унос и смањено је отпуштање 

калцијума из митохондрија (81). Појачан је процес липидне пероксидације, услед 

нагомилавања реактивних кисеоничних врста и смањене актвности пероксид дисмутазе 

(82, 83). Глукоза је супстрат за пентозо-монфосфатни пут, а овим метаболичким путем 

малигне ћелије стварају пентозе ѕа синтезу нуклеотида (84, 85). За разлику од малигно 

неизмењених ћелија доминантан метаболички пут код канцерских ћелија је анаеробна 

гликолиза. Процесом анаеробне гликолизе малигне ћелије добијају довољно енергије за 

све метаболичке процесе (86-89).  

У структури плазма и митохондријалне мембране малигних ћелија има више 

холестерола и мање незасићених масних киселина. Такође, проценат гликолипида је 

значајно мањи. Транспорт глукозе, аминокиселина и јона кроз ћелијску мембрану је 
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појачан, тиме се повећава понуда супстрата, што додатно дорпиноси појачаној 

пролиферацији (90).   

Услед недостатка фибронектина смањена је атхезивност малигно измењеих 

ћелија, што погодује стварању удаљениих метастаза (91, 92). Након што се услед 

смањене активности неке малигне ћелије одвоје од туморске масе, оне се путем крви или 

лимфом преносе на друге удаљене органе. Секундарни тумори чешће настају у тачно 

одрећеним ткивима, на пример метастатске промене код карцинома дојке се детектују 

највише у костима, мозгу и плућима (7). 

Развој малигнитета омогућен је захваљујући патолошкој ангиогенези која траје 

месецима или годинама и омогућава раст и прогресију тумора. Раст солидних тумора  у 

потпуности зависи од прокрвљености околине. Тумори пречника 1 до 2 mm могу се 

хранити дифузијом хранљивих састојака околине, али за сваки даљи раст неопходан је 

даљи развој крвних судова. Ангиогенеза је последица одговора на факторе раста које сам 

тумор производи током раста (2).  

Велики број потенцијалних хемиотерапеутика који су у клиничким 

истраживањима се базира на дефинсаним концептима онкогенезе, патолошке 

ангиогенезе, односно  ћелијске биологије тумора (2, 4). 

  

1.3. ПРОГРАМИРАНА ЋЕЛИЈСКА СМРТ 

 

 Апоптоза означава облик програмиране ћелијске смрти који има есенцијалну 

улогу у физиолошким и у патолошким процесима у организму (93, 94). Термин апоптоза 

је први пут коришћен од стране научника Kerr-а и Currie-а 1972. године, приликом чега 

је први пут детаљно описана посебна морфолошка форма програмиране ћелијске смрти 

(95). Касније, новија истраживања су показала изузетан значај програмиране ћелијске 

смрти код ћелија које имају алтерације у молекулу ДНК.   

 У физиолишким условима у организму процес апоптозе је кључан приликом 

развоја и старења ћелија, а све у циљу одржавања хомеостазе, односно сталне ћелијске 

популације у ткивима (96). Програмирана ћелијска смрт је од есенцијалног значаја и 

приликом имунских реакција, такође и код оштећења ћелија различитим штетним 

агенсима. Зрачење, као и коришћење лекова у терапији малигнитета, могу условити 

оштећење ДНК молекула код неких ћелија, приликом чега ће се активирати процес 

апоптозе кроз p53-зависни пут (96, 97). Такође, неки хормони попут кортикостероида 

могу бити стимулус ѕа активацију програмиране ћелијске смрти (98). Ћелије на својој 

плазма мембрани експримирају Fas или TNF рецепторе, где услед везивања 

одговарајућих лиганада може доћи до активације програмиране ћелијске смрти (99, 100).  

Од есенцијалног значаја је разликовање процеса програмиране ћелијске смрти и 

некрозе. Некроза је патолошки процес код кога се јавља запаљенска реакција, услед чега 

долази до лизе ћелија и јавља се као последица топлотног оштећења, радијације, 

хипоксије и др (100-103). У неким случајевима тип и интензитет стимулуса могу бити 

одлучујући фактори који ће дефинисати да ли ће ћелија активирати процес апоптозе или 

процес некрозе. На пример, приликом мањег интензитета зрачења долази до оштећења 

ћелија и активације апоптозе, док приликом излагања ћелија већој дози зрачења 

активиран је процес некрозе (104). Апоптоза је веома прецизно кординисан и врло често 
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енергентски завистан процес који укључује активацију цитеин протеаза, названих 

каспазе, а у све у циљу ,, коначне ћелијске смрти“ (105, 106).  

 

1.4. МОРФОЛОШКИ ИЗГЛЕД АПОПТОТИЧНЕ ЋЕЛИЈЕ 

 

 Применом електронског микроскопа се веома јасно и детаљно могу дефинисати 

морфолошке промене које се дешавају у ћелијама приликом активације апоптозе (107, 

108). Тoком ране фазе апоптозе јасно се може детектовати смањење површине ћелије и 

пикноза. Пикноза настаје као последица кондензације хроматина. Такође, цитоплазма је 

кондензована, док су ћелијске органеле позициониране веома близу једна поред друге 

(109-111). Како процес апоптозе напредује, карактеристично је формирање протузија на 

плазма мембрани ћелије и фрагментисање једра, а све у циљу формирања апоптотских 

тела. Апоптотска тела у својој структури садрже уско паковане органеле са или без 

нуклеарних фрагмената. Интегритет ћелијских органела је одржан унутар плазма 

мембране. Последња фаза у овом веома прецизно контролисаном процесу је фагоцитоза 

апоптотских тела коју врше макрофаги (112-114).  

Веома битна чињеница је да не постоји инфламаторна реакција повезана са 

процесом апоптозе, у прилог томе је чињеница да  апоптототска тела не продукују 

медијаторе запаљенских реакција. Апоптотска тела се веома брзо фагоцитују чиме је 

спречена секундарна некроза (115-118).  

 

1.5. АПОТОЗА И НЕКРОЗА 

  

Алтернатива апоптози је некроза за коју је јасно дефинисано да је патолошки 

процес, где је ћелија ,,пасивна“ жртва и долази до запаљенске реакције (119). Прецизније, 

некроза је неконтролисани, пасивни процес који обухвата већи број ћелија, док је 

апоптоза регулисан, енергетски завистан пут који погађа појединачне ћелије. Процес 

некрозе је најчешће активиран путем два главна механизма: недовољно снабдевање 

ћелија енергијом и директно оштећење ћелијске мембране (119, 120). Главне 

морфолошке промене у ћелији које се јављају након активације процеса некрозе су 

бубрење ћелије, формирање цитоплазматских вакуола, проширени ендолплазматски 

ретикулум, оштећење митохондрија, одвајање рибозома, руптура лизозома и на крају 

нарушавање интегритета плазма мембране (119-121). Након губитка интегритета 

ћелијске мембране, садржај цитоплазме прелази из ћелије у околно ткиво чиме долази до 

активације запаљенског процеса као и последичног оштећења околног ткива. За разлику 

од некрозе, апоптотичне ћелије не продукују цитокине, и веома брзо се фагоцитују од 

стране макрофага, тако да не постоји инфламаторна реакције нити оштећење околног 

ткива (121, 122).  
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1.6. МЕХАНИЗАМ АПОПТОЗЕ 

 

 Сам механизам апоптозе је веома комплексан процес и укључује енергетски 

зависну сложену молекуларну каскаду. Постоје два јасно дефинисана пута, спољашњи 

пут (активација рецептора смрти) као и унутрашњи пут (митохондријални) (123). Веома 

је битна чињеница да су спољашњи и унутрашњи апоптотски пут повезани и појединим 

молекулимa који могу учествовати и имају значајну улогу у оба поменута апоптотска 

пута (123, 124). Такође, постоји посебан трећи апоптотски пут активиран од стране 

цитотоксичних Т лимфоцита уз помоћ цитотоксичних супстанци перфорина и гранзима. 

Перфорин/гранзим апоптотски пут може активирати апоптотски пут посредством 

гранзима Б или гранзима А (125, 126). Поменути путеви воде ка активацији каспазе-3, 

ДНК фрагментацији, деградацији цитоскелета и нуклераних пртотеина, формирању 

апоптотских тела и фагоцитози од стране макрофага (127). Изузетак је гранзим А 

апоптотски пут који индукује каспаза независну програмирану ћелијску смрт (125,126).  

 Спољашњи апоптотски пут је активиран везивањем одговарајућег лиганда за 

трансмембранске рецепторе који су класификовани у групу рецептора смрти (слика 2). 

Прецизније, рецептори смрти који активирају спољашњи пут апоптозе спадају у TNF 

(енг. TNF, tumor necrosis factor receptor) суперфамилију рецептора (128-130). Заједничко 

за све TNF рецепторе је да у својој структури садрже домен богат цистеином 

(екстрацелуларни домен) и цитоплазматски сегмент изграђен од 80 аминокиселина 

назван DED (енг. DED, death effector domains) (130,131). Интрацелуларни домен смрти 

DED игра есенцијалну улогу у преносу ,,сигнала смрти“ од ћелијске површине до 

унутарћелијских сигналних апоптотских путева. Најпознатији рецептори смрти који са 

одговарајућим лигандима активирају спољашњи апоптотски пут су FasL/FasR, TNF-

α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 and Apo2L/DR5 (132,133).  
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Слика 2. Активација спољашњег апоптотског пута 
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 Најдетаљаније објашњени и дефинисани спољашњи апоптотски пут је FasL/FasR 

и TNF-α/TNFR1 модел (134, 135). Активација ових модела започиње везивањем 

одговарајућег лиганда за рецептор. Након везивања лиганда долази до активације и 

везивања цитоплазматских адаптерних молекула FADD (енг. FADD, Fas associated death 

domain) за цитоплазматски DED домен. У следећем кораку, FADD се спаја са неактивном 

формом прокаспазе 8, долази до формирања DISC (енг. DISC, death-inducing signaling 

complex) комплекса што за последицу има аутокаталитичку активацију прокаспазе 8. 

Након конвертовања прокаспазе-8 у активну капсазу-8, егзекуциона фаза програмиране 

ћелијске смрти је активирана (136, 137). Интрацелуларни домен смрти DED може бити 

инхибиран протеином c-FLIP (енг. c-FLIP, FLICE-inhibitory protein), који се може везати 

за FADD и прокаспазу-8 чиме се спречава егзекуциона фаза апоптозе (138, 139). Такође, 

регулаторни протеин назван Toso блокира FasL/FasR индуковану апоптозу инихбицијом 

активности капсазе-8 (140, 141).  

 Унутрашњи митохондријални пут није рецептором индукован пут за разлику од 

спољашњег пута, стимулус смрти активира унутарћелијске сигналне путеве што доводи 

до последичног оштећења митохондрија (слика 3). Стимулуси који активирају 

унутрашњи пут апоптозе могу бити позитивни или негативни. Негативни стимулуси 

укључују одсуство фактора раста, хормона, цитокина, услед чега долази до 

немогућности инхибиције процеса апоптозе (142-144). Позитивни стимулуси који 

активирају унутрашњи пут апоптозе су зрачење, токсини, хипоксија, хипертермија 

вирусне инфекције и повећана продукија реактивних кисеоничних врста.  Позитивни и 

негативни стимулуси који активирају митохондријални пут доводе до промена у 

структури унутрашње митохондријалне мембране, стварају се поре, нарушава се 

мировни мембрански потенцијал и ослобађају се две групе проапоптотских протеина из 

митохондрија у цитосол ћелије (145, 146).  

У прву групу проапоптотских протеина спадају цитохром ц, Smac/DIABLO и 

HtrA2/Omi (147, 148). Заједничка особина претходно наведених протеина је да индукују 

апоптозу капсаза-зависним митохондријалним путем. Цитохром ц се везује за молекул 

APAF1, што за последицу има конвертовање прокаспазе 9 у активну форму, каспазу-9. 

Каспаза-9 активира егзекуторну каспазу-3 што за резултат има стварање апоптотских 

тела. Протеини Smac/DIABLO и HtrA2/Omi имају улогу у активирању унутрашњег 

митохондријалног пута инхибицијом протеина IAP (IAP, енг. inhibitors of apoptosis 

proteins) (149, 150). 

У другу групу проапоптотских протеина спадају AIF, ендонуклеаза G и CAD, 

ослобађају се из митохондрија током апоптозе, али у касној фази програмиране ћелијске 

смрти. Протеин AIF урокује ДНК фрагментацију као и кондензацију хроматина. 

Проапоптотски протеини AIF ендонуклеаза G функционишу независно од активације 

каспаза (151, 152).  
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Слика 3. Активација унутрашњег митохондријалног пута 
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Есенцијалну улогу у контроли активације унутрашњег митохондријалног пута 

имају протеини Bcl-2 фамилије, док протеин p53  има кључну улогу у регулацији синтезе 

ових протеина (153). Протеини Bcl-2 фамилије контролишу пропустљивост 

митохондријалне мембране и на основу улоге можемо их поделити на проапоптотске и 

антиапоптотске. У гупу протеина који спречавају процес покретања митохондриланог 

пута убрајамо Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG (154-156). Протеини који учествују 

у активацији унутрашњег пута програмиране ћелијске смрти су Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, 

Bim, Bik, Blk (157, 158). Од концентрације претходно поменутих протеина директно 

зависи да ли ће ћелија активирати унутрашњи митохондријални пут или ће се процес 

апоптозе инхибирати. Прецизније, главна улога протеина Bcl-2 фамилије је у контроли 

ослобађања цитохрома ц који је локализован у митохондријама. Постоји неколико 

описаних механизама који су описани приликом активације унутрашњег пута 

програмиране ћелијске смрти (144, 154). Митохондријално оштећење у FAS путу 

апоптозе активира каспазу 8 и проапоптотски Bid протеин, чиме се јасно указује на 

повезаност спољашњег и унутрашњег пута. Антиапоптотски протеини Bcl-2 и Bcl-XL 

спречавају ослобађање цитохрома ц из митохондрија у цитосол, на тај начин што 

инхибирају активацију каспаза (159) .  

Молекули Puma и Noxa такође спадају у Bcl-2 фамилију протеина и имају улогу у 

активацији унутрашњег митохондријалног пута (160, 161). Есенцијалну улогу у 

активацији унутрашњег митохондријалног пута има Bax протеин. Прецизније, након 

активације Bax протеина, олигомерна форма формира поре у митохондријалној 

мембрани чиме се јасно стичу услови за ослобађање цитохрома ц (162, 163).   

Специфичне протеазе које имају кључну улогу у унутрашњем и спољашњем 

апоптотском путу су каспазе. Једном активиране, каспазе воде ка иреверзибилној фази 

програмиране ћелијске смрти (164, 165). У односу на њихову функцију у ћелији каспазе 

смо поделили у три групе. Прва група су  иницијаторске каспазе и у ову групу спадају 

каспаза-2, каспаза-8, каспаза-9 и каспаза-10. Другу групу чине егзекуторске каспазе и у 

ову групу спадају каспаза-3, каспаза-6 и каспаза-7 (166). Последњу, трећу групу чине 

инфламаторне каспазе и то су каспаза-1, каспаза-4 и каспаза-5 (167). Друге каспазе које 

су индентификоване чије улога је и даље предмет истраживања су каспаза-11 -сматра се 

да има улогу у апоптози и матурацији цитокина, каспаза-12 -има улогу у апоптози преко 

ендоплазматског ретиклума, каспаза-14 -детектована је у ембрионалном ткиву (168- 

170). Есенцијални значај у процесу програмиране ћелијске смрти је модел ,,сарадње“ 

између иницијаторских капсаза, чијом каталитичком активношћу долази до активирања 

ефекторских капсаза. Прецизније, долази до конформационих промена егзекуторских 

каспаза што за последицу има ћелијску смрт (171).  

Посебан апоптотски пут је активиран од стране цитотоксичних Т лимфоцита уз 

помоћ гранизима А и гранзима Б (слика 4) (172, 173). Активна форма гранизима А 

условљава цепање ДНК молекула и активацију програмиране ћелијске смрти (173). 

Гранзим Б активира каспазу-10 и каспазу-3 чиме је омогућена деградација ДНК молекула 

и активација процеса апоптозе (172). 
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Слика 4. Активација апоптозе, перфорин/гранзим пут 
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1.7. УЛОГА АПОПТОЗЕ У ПАТОЛОШКИМ СТАЊИМА  

  

Основ канцерогенезе и развоја малигнитета је поремећај у регулацији апоптозе 

као и поремећај у регулацији ћелијског циклуса. Стога, јасно је да већина малигних 

ћелија има могућност да користи различите молекуларне механизме у циљу инхибиције 

процеса апоптозе (174). Различите студије су показале да код малигно измењених ћелија 

се јавља повећана концентрација антиапоптотског Bcl-2 протеина као и смањена 

концентрација Bax протеина (175).  

 Алцхајмерова болест је хронична неуродегеративна болест код које долази до 

патолошке акумулације амилоида β услед чега се јавља неуротоксичност. Студије су 

показале да нагомилавање амилоида β има за последицу активацију процеса апоптозе 

Fas сигналиним путем и повећава се продукција реактивних кисеоничних врста у 

неуронима (176).  

Код пацијената са ХИВ инфекцијом CD4+ T лимфоцити који у себи садрже вирус 

показују повећану експресију Fas рецептора што за последицу има активацију процеса 

апоптозе (177).  

Хантингтонова болест је аутозомно-доминантно неуродегенеративно обољење 

које се карактерише невољним покретима и деменцијом као резултат губитка неурона у 

стријатуму и церебралном кортексу. У основи ове болести је експанзија Хантингтоновог 

гена који кодира протеин који садржи понављајући полиглутамински сегмент (poly-Q). 

Прецизније, у неуронима се стварају патолошки протеински агрегати који могу 

активирати каспазе. Стога, основни проблем у Хантингтоновој болести је апоптоза 

неурона, при чему долази до дефицита можданих ћелија и јављају се неуродегенеративни 

поремећаји (178). 

Регулација концентрације глукозе у крви зависи од два хормона инсулина и 

глукагона. Глукагон и инслулин се синтетишу у α и β ћелијама Лангерхансових острваца. 

Сматра се да у развоју дијабетеса тип 1 централну улогу има апоптоза β ћелија, односно 

активација програмиране ћелијске смрти. Прецизније, долази до активације спољашњег 

апоптотичног пута од стране Т лимфоцита, затим долази до активирања каспазе-8, -10 

што за последицу има формирање DISC (енг. DISC, death-inducing signaling complex). 

Комплекс DISC служи као ,,молекуларна основа“ за активацију ефекторских каспаза -3, 

-6 и -7 (179). 

 Појачана активација процеса апоптозе је детектована и у исхемијским болестима 

(180). Код миокардне исхемије је узрокована смањеним протоком крви (чиме је смањен 

доток кисеоника) долази до апоптозе миоцита. Сматра се да тек након пролонгиране 

исхемије долази до активације процеса некрозе (181). Постоје јасни докази који указују 

да је у почетном стадијуму исхемијске болести детектована повећана продукција 

проапоптотског Bax протеина (182).  
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1.8. ЋЕЛИЈСКИ ЦИКЛУС 

  

Ћелија пролази кроз каскадне рекације у циљу поделе на две нове (,,ћерке”) ћелије 

(слика 4). Како би сам ћелијски циклус био активиран непоходно је дејство 

стимулирајућег фактора. Такође, постоје и фактори који успоравају или потпуно 

онемогућавају активацију ћелијског циклуса (183). Да би се ћелијски циклус комплетно 

одиграо неопходно је да прође четири фазе G1 (енг. Gap phase 1), S (енг. Synthesis), G2 

(енг. Gap phase 1) и М (енг. Mitosis). Временски период измећу две деобе називамо 

интерфаза (184, 185). Након завршетка процеса митозе процентуално највећи број ћелија 

се налази у фази мировања G0, а након дејства одговарајућих фактора долази до 

терминалне диференцијације улед чега код одређених типова ћелија долази до потпуног 

губитка способности деобе. Пример за овак вид функционисања су нервне ћелије и 

кардиомиоцити (186). Лимфоцити су у G0 фази ћелијског циклуса све док не дође до 

стумулације специфичним антигеном или цитокинима. За разлику од лимфоцита, 

неутрофили потпуно губе способност враћања G1 фазу након уласка фазу мировања (G0 

фазу) (187, 188). Са друге стране, у ткивима где се ћелије интензивно деле одмах након 

М фазе ћелијсог циклуса, ћелије улазе у G1 фазу где се припремају за нову деобу. Да би 

се након G1 фазе одиграла у S фазу ћелијског циклуса неопходна је стимулација фактора 

раста. Уколико стимулација фактором раста изостане ћелија има два пута, или продужава 

G1 фазу или прелази у G0 фазу (183).  
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Слика 5. Фазе ћелијског циклуса 

 

За G1 ћелијску фазу карактеристичан је пораст величине ћелије, односно њене 

масе. Временски G1  фаза може трајати 1 до 2 сата, и потпуности је зависна од присуства 

фактора раста (189). За S фазу ћелијског циклуса је специфично да се дешава репликација 

ДНК молекула, стога од диплоидне (2n) настаје тетраплоидна ћелија (4n). Врменски S 

фаза ћелијског циклуса може трајати од неколико минута до неколико сати (189, 190). 

Наставак S фазе је G2 фаза, карактеристика за ову фазу ћелијског циклуса је то да није 

неоходна посебна стимулација (189, 191). Последња М фаза је место где долази до поделе 

једра и цитосола тако да долази до формирања две ,,ћерке“ ћелије (189). Свака 

новонастала ћелија има хаплоидан број хромозома и једнак део цитолазме.  

 Како би се ћелијски циклус одиграо неопходна је строга контрола активираног 

процеса од стране многобројних фактора чији се рецептори налазе на плазма мембрани. 

Улога фактора контроле ћелијског циклуса може ићи у смеру активације или инхибиције 

деобе ћелије. У физиолошким условима ћелијска пролиферација се стимулише 

везивањем фактора раста за одговарајући рецептор који је локализован на ћелијској 

мембрани. Након везивања одговарајућег лиганда за рецептор на плазма мембрани 

долази до преноса сигнала од мембране у унутрашњост ћелије. Активирањем 

секундарних гласника сигнал се преноси до једра, где долази до преписивања ДНК 
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молекула.Такође, неопходна је прецизна контрола ћелијског циклуса на нивоу једра, а 

све у циљу правилне активације гена који су неопходни за ћелијску пролиферацију (нпр. 

гени који кодирају циклине) (192,193).  

Постоје две кључне тачке у контроли одигравања ћелијског циклуса, прелазак из 

G1 у S фазу ћелијског циклуса у којем есенцијалну улогу имају протеини једра као што 

је retinoblastoma protein, Rb, док другу кључна тачка је прелазак из G2 у M фазу ћелијског 

циклуса где најбитнију улогу има комплекс који је означен као фактор промоције 

матурације, MPF (енг. maturation promoting faktor, MPF) (193).  

 

1.8.1. G1/S фаза ћелијског циклуса 

 

 Осим што долази до увећања масе ћелија, када говоримо о G1 фази треба истаћи 

да долази и до појачане синтезе градивних беланчевина као и ензима. Како G1  ћелијска 

фаза одмиче до повећане синтезе циклина D, прецизније повећана је синтеза три врсте 

циклина D1, D2, D3. Претходно поменути циклини имају могућност везивања за 

Cdk4/Cdk6, који у физиолошким условима фосфорилише протеин ретинобластом (pRb). 

Уколико је протеин ретинобластом у хипофосфорилисаној форми биће чврсто везан за 

транскрипциони фактор Е2F-1, а у таквој везаној форми Е2F-1 је инхибиран. Уколико 

дође до фосфорилације протеина pRb доћи ће до отпуштања Е2F-1 транскрипционг 

фактора. Фактор Е2F-1 има есенцијалну улогу у активацији циљних гена, циклина а све 

у циљу одигравања процеса репликације ДНК молекула (194-196). 

 Процес репликације се одиграва у следећој S фази за коју је карактеристично 

дуплирање генетичког материјала. Постоји извесна осетљивост G1 фазе ћелијског 

циклуса на дејство физичких и хемијских фактора као и на повећану продукцију 

реактивних кисеоничних врста. Уколико дође до оштећења ћелије, есенцијалну улогу у 

заустављању ћелијског циклуса преузима p53. Затим, у серији реакција, комплекси 

циклина и циклин зависних киназа се инхибирају, чиме се потпуно зауставља даља 

прогресија ћелијског циклуса. Ово заустављање ћелијског циклуса има за циљ да 

активира ензиме за поправку ДНК молекула, чиме би се након завршетка процеса 

поправке ћелијски циклус могао наставити. Иреверзибилно оштећење ћелијскох 

структура резултује активацијом процеса програмиране ћелијске смрти (197-199).  

 

1.8.2. G2/M фаза ћелијског циклуса 

 

 Пре него што уђе у процес митозе неопходно је да ћелија прође кроз G2 фазу 

ћелијског циклуса. Основа ове фазе ћелијског циклуса је дуплирање хромозома као и 

других ћелијских структура, а све у циљу формирања две нове ћелије. Од есенцијалног 

значаја за прогресију ове фазе је конекција између циклина А и Cdk2, циклина А и Cdk1 

као и циклина B и Cdk1. Ове конекције као последицу имају синтезу бројних молекула 

који стварају митотско вретено и омогућавају да се процес митозе одигра. Како би дошло 

до коначне поделе ћелије и финализације процеса митозе неопходно је формирање 

комплекса АРС (енг. Anaphase-promoting complex). Приликом оштећења ћелије у G2/М 
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фази, долази до застоја у циљу поправке новонасталих оштећења. Кад говоримо о 

инреверзибилним оштећењима, доћи ће до појачане синтезе молекула који активирају 

процес програмиране ћелијске смрти (200, 201).  

 Можемо јасно закључити да ћелијски циклус је строго контролисан веома сложен 

процес, чији поремећај може довести до малигне трансформације ћелија. Стога јасно је 

да неконтролисан ћелијски циклус има веома битну улогу у процесу канцерогенезе и да 

регулаторни молекули могу послужити као потенцијалне мете за модерну и ефективну 

антитуморску терапију (197-201).  

 

1.9. СКВАМОЦЕЛУЛАРНИ КАРЦИНОМ 

 

Карцином сквамозних ћелија (SCC) усне дупље је преовлађујући облик оралног 

карцинома, који чини отприлике 90% свих оралних малигнитета. Ова врста рака потиче 

од сквамозних ћелија, које формирају облогу оралне слузокоже која обухвата регионе 

као што су усне, језик, десни и унутрашњи образи (202). 

Различити фактори доприносе повећаном ризику од развоја оралног сквамозног 

карцинома. То укључује навике као што су пушење или жвакање дувана, прекомерна 

конзумација алкохола, жвакање бетел ораха, лоша орална хигијена, хронична иритација 

услед лоше прилагођене зубне протетике, инфекција хуманим папилома вирусом (HPV) 

и продужено излагање ултраљубичастом (UV) зрачењу, посебно у вези са карциноми 

усана (202-207). 

Манифестација оралног сквамозног карцинома често се манифестује уочљивим 

симптомима, укључујући упорне чиреве у устима или квржице које не зарастају, сталну 

нелагодност или бол у устима, проблеме при гутању или жвакању, хроничну упалу грла, 

промене у квалитету гласа, утрнулост у оралним или устима. региона, и оток у вилици. 

Дијагноза оралног сквамозног карцинома обично укључује свеобухватну процену 

усне дупље и грла, често допуњену модалитетима снимања као што су рендгенски 

снимци, CT скенирање или MR скенирање. Међутим, коначна потврда захтева процедуру 

биопсије, при чему се вади мали узорак ткива за микроскопски преглед. 

Стратегије лечења оралног сквамозног карцинома обухватају спектар модалитета, 

прилагођених стадијуму и локацији рака. То може укључивати хируршку ексцизију, 

терапију зрачењем, хемотерапију, циљану терапију или њихову комбинацију, са 

примарним циљем искорењивања малигних ћелија уз очување функционалних и 

естетских аспеката што је више могуће (206, 207). 

Прогноза оралног карцинома сквамозних ћелија зависи од неколико фактора, 

укључујући стадијум рака, локализацију, опште здравствено стање пацијента и одговор 

на лечење. Рано откривање и брза интервенција значајно побољшавају прогнозу и исходе 

лечења. 

Превентивне мере играју кључну улогу у ублажавању ризика од оралног 

сквамозног карцинома. Прихватање навика као што су престанак пушења, умереност у 

конзумирању алкохола, пажљива орална хигијена, заштита усана од прекомерног 

излагања сунцу и вакцинација против HPV-а су кључне превентивне стратегије. 
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Штавише, пажљиво праћење након третмана путем редовних контролних 

прегледа остаје императив да би се открили знаци рецидива или потенцијалних 

компликација. Често се заговарају модификације начина живота као што су престанак 

пушења и умереност алкохола како би се смањио ризик од поновног појављивања рака и 

побољшало опште благостање (202, 206, 207). 

 

1.10. КАРЦИНОМ ЈЕЗИКА 

 

 Од свих малигних неоплазми усне дупље, сквамоцелуларни карцином је најчешће 

дијагностиковани хистолошки тип. Према доступним подацима само у 2018. години је 

дијагностиковано 354,864 нових случајева у свету, а више од половине пацијената су 

чинили мушкарци. Исте године број смртних случајева код пацијената са 

дијагностикованим карциномом језика је износио 177,384, а две трећине од укупног 

броја оболелих су чинили мушкарци (202).  

Посебно је забрињавајућа чињеница да у последњих десет година расте број 

младих пацијената, испод двадесет једне године, код којих је дијагностикован 

сквамоцелуларни карцином језика. Етиолошки фактори за настајање карцинома језика 

код млађих особа нису разјашњени, врло често се могу елиминисати фактори као што су 

пушење и алкохол. Код млађих пацијената неки генетички синдроми могу условити 

настанак малигне неоплазме језика, као и инфекција хуманим папилома вирусом. Код 

старијих пацијената узрок може бити хронична инфламација језика, пушење као и 

повећано конзумирање алкохолног пића. Такође у факторе ризика за настанак карцинома 

језика убрајамо старост, лошу оралану хигијену као и ослабљен имунитет. 

 Као и код свих неоплазми уколико се сквамоцелуларни карцином језика 

дијагностикује у раној фази постоји добар одговор на терапију и могућност потпуног 

излечења. Ипак у раној фази карцинома језика дијагноза је спроведена у свега 40% 

случајева од укупног броја оболелих. Када се сквамоцелуларни карцином дијагностикује 

у узнапредовалој фази петогодишње преживљавање варира између 30 до 50% (202-205).  

У почетној фази сквамоцелуларног карцинома језика симптоми могу изостати. 

Могуће је откривање карцинома од стране зубара или доктора приликом рутинског 

прегледа усне дупље. Најчешће је пристуно црвенило и улецерација која се не повлачи. 

Други рани симптоми могу укључивати бол, крварење у усној дупљи и задебљање 

површине језика. У узнапредовалој фази када дође до ширења карцинома могуће је 

искашљавање крви, бол у уху као и губитак тежине. Остали симптоми укључују 

беличасте и црвене промене на језику, бол у грлу, покрети језика су ограничени и долази 

до девијације језика ка малигно измењеној страни. Такође, веома често услед секундарне 

инфекције језик је отечен при чему могу да се јаве и проблеми са говором и гутањем. 

Око 70% пацијаната у тренутку дијагнозе има увећане региналне лимфне жлезде. 

Сквамоцелукарни карцином језика веома брзо метастазира у околне лимфне чворове, 

тако да увећање жлезда може бити често први разлог јављања лекару (202-205).  

Дијагноза сквамоцелуларног карцинома језика се може поставити уз помоћ 

клиничке слике, биопсије и патохистолошког налаза (202-205).  

Терапија зависи од стадијума узнапредовалости тумора као и од дела језика који 

је захваћен малигнитетом. Уколико је тумор мањи од 4 cm и локализован је само у језику 

терапијска мера се састоји у хирушком уклањању малигнитета. Такође, након хирушког 
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уклањања препоручена је радиотерапија у циљу превенције поновног јављања 

малигнитета. У извесним случајевима у раној фази карцинома могућа је примена 

радиотерапије без хирушке интервенције. Уколико је у тренутку дијагнозе карцином у 

узнапредовалој фази, величине преко 4 cm спрoводи се хирушко уклањање тумора и 

захваћених лимфних чворова, радиотерапија, хемиотерапија, комбинација 

хемиотерапије и радиотерапије (206, 207).  

Агресивна хемиотерапија се примењује уколико постоји висок ризик након 

хирушке терапије од поновног јављања малигнитета, уколико је карцином метастазирао 

у локална ткива и удаљене органе. Најчешће примењивани хемиотерапеутици су 

цисплатина и 5-флуороурацил. Такође, поред циспатине као алтернатива може се 

користити карбоплатин (207, 208).  

Нежељени ефекти хемиотерапије укључују појаву честих инфекција  као и 

резистенцију малигнитета на примењени хемиотерапеутик (207). 

  



22 
 

1.11. АНТИТУМОРСКИ ЛЕКОВИ 

 

Већина савремене антитуморске терапије се знасива на спречавању процеса 

ћелијске деобе канцерских ћелија, прецизније остварују антипролиферативни ефекат. 

Прецизније, већина антитуморских лекова остварује свој ефекат инхибицијом ћелијске 

деобе током S фазе ћелијског циклуса, чиме се узрокује оштећење ДНК молекула и 

активира процес програмиране ћелијске смрти (2, 4). Антиканцерски лекови су на основу 

самог механизма антитуморског дејства подељени у неколико категорија 

1. Алкилирајући агенси и сличне супстанце, након уласка у малигно измењену 

ћелију настоје да формирају чврсту везу са ДНК чиме потпуно прекидају 

репликациони  процес. 

2. Антиметаболити, након уласка у канцерску ћелију антитуморски ефекат 

остварују инхибицијом метаболичких путева који су есенцијални за стварање 

ДНК. 

3. Цитотоксични антибиотици, молекули синтетисани од стране 

микроорганизама ефективно спречавају пролиферацију туморских ћелија.  

4. Деривати биљака (винка алкалоиди, таксани, кампотецини), након уласка у 

туморску ћелију дпречавају синтезу деобног вретена.  

5. Хормони (естрогени, андрогени, гликокортикоиди).  

6. Остали агенси, антиканцерски лекови који не припадају ниједној горе 

наведеној групи (2).  

 

Алкилирајући агенси хемијски су састављени из реактивних алкил група при чему 

се могу везати за ћелијске структуре, посебно за молекул ДНК малигно измењене ћелије. 

Прецизније главна ,,мета“ алкилирајућих агенаса је N7, нуклеофилна компонента ДНК 

молекула. Као резултат оваквог деловања долази до иреверзибилног оштећења молекула 

ДНК при чему ће се активирати унутрашњи апоптотски пут. Прецизније, иреверзибилно 

се инхибирају процеси транслације и транскрипције који су есенцијални у процесу 

пролиферације малигних ћелија. Можемо закључити да алкилирајући агенси свој 

антитуморски ефекат остварују инхибицијом S и G2 фазе. Ова група антиканцерских 

лекова има многобројне нежељене ефекте, као што су мијелосупресија и могућност 

настанка различитих форми леукемије (2, 4). 

Најчешће коришћени лек из групе антиметаболита је метотрексат. Применом 

метотрексата долази до инхибиције синтезе тимидина, чиме се спречава синтеза ДНК 

молекула канцерске ћелије. Метотрексат у малигно измењене ћелије улази активним 

транспортом који је намењен за фолате. Услед дуготрајне терапијске примене може се 

јавити резистенција, такође присутни су и нежељени ефекти као што су депресија костне 

сржи и оштећење малигно неизмњених ћелија гастроинтестиналног тракта (2, 4).   

Цитотоксични антибиотици свој антитуморски ефекат испољавају инхибицијом 

синтезе ДНК и РНК канцерске ћелије. Прецизније, иреверзибилно инхибирају ензим 

топоизомеразу II. Нежељена дејства могу бити мучнина, повраћање, мијелосупресија 

(2).  

Деривати биљака свој антитуморски ефекат остварују на више начина. 

Винкристин, након улакса у канцерску ћелију доводи до инхибиције процеса митозе у 

метафази везивањем за тубулин. Са друге стране, етопозид свој ефекат остварује 
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инхибицијом топоизомеразе II. Нежељени ефекти ове групе лекова могу бити 

мијелосупресија, алопеција, повраћање (2).  

У циљу што ефикасније антитуморске терапије против хормон-зависних тумора 

корсите се антагонисти хормона. Тамоксифен је показао снажан антитуморски ефекат 

код хормон зависних тумора дојке. Футамид ципротерон су показали велику ефикасност 

у терапији тумора простате (2,4). 

Недостаци антитуморске терапије се односе на неселктивност, резистенцију 

немогућност комплетне елиминације малигних ћелија. Лекови који се примењују у 

антиканцерској терапији делују неспецифично, односно неселктивно, чиме долази до 

оштећења и малигно неизмењених ћелија. Малигне ћелије могу развити резистенцију 

према антитуморским лековима, примарну која је се јавља код прве дозе лека или стечену 

која се јавља током дуготрајне примене лека. Код примене терапијских доза 

хемиотерапеутика није могућа комплетна елиминација канцерских ћелија (2, 4, 209).  

Свремена истраживања теже ка развоју нових хемиотерапеутика, чиме ће се 

превазићи проблем резистенције, показати одређен степен селективног деловања и 

појачати имунски одговор на малигнитете.  
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1.12. КОМПЛЕКСИ МЕТАЛА У АНТИТУМОРСКОЈ ТЕРАПИЈИ 

 

 Биолошки ефекат металних комплекса је откривен још у античком периоду (210). 

Генрално, метали су присутни у ћелијама, улазе у састав састав ензима и учествују као 

есенцијалне компоненте у различитим биолошким процесима. Метали као што су бакар, 

цинк, магнезијум, неопходни су као структурне и каталитичке ензимске компоненте 

(211). Са друге стране, неки метали као што су никл, кадмијум, хром и арсен могу 

утицати на развој канцерогенезе (212). Биолошки активни комплекси који као 

есенцијалну компоненту имају метал прелазне валенце доказали су се као веома добри 

потенцијални хемиотерапеутици (210, 213). Са открићем билошке активности 

цисплатине од стране Розенберга 1960. године, лека који се и данас користи у 

антитуморској терапији, почела су даља истраживања која се базирају на синтези 

различитих металних комплекса. Платина (II) комплкекси као што су оксалиплатин и 

карбоплатин имају терапијску примену у лечењу различитих малигнитета (214-216). Са 

друге стране метални комплекси који не садрже платину, већ цинк, рутенијум, злато, 

бакар, пaладијум су показали снажно антитуморско дејство in vitro (217-219). Сматра се 

да сви претходно поменути комплески могу имати велики антитуморски потенцијал због 

самих особина метала, као што су редокс активност и потенцијално везивање за 

различите ћелијске структуре (210, 175). Такође, замена лиганада и постојећих хемијских 

структура комплекса омогућава синтезу широког спектра једињења на бази различитих 

метала. Од есенцијалног је значаја и проучавање транспорта потенцијалног 

хемиотерапеутика, металног комплекса, до канцерске ћелије, као и начин уласка у 

малигно измењену ћелију.  

 Велики број комплекса платине је синтетисан и ова једињења су показала значајан 

антитуморски ефекат на великом броју ћелијских линија in vitro (220, 221). Оваква 

тестирања су била могућа услед коњугације металне компоненте, платине са лигандима 

различите хемијске структуре. Коњугацијом комплекса платине са угљеним хидратима 

дошло је до значајних физичко-хемијских промена, што је условило повећање 

солубилности комплекса платине као и олакшано преузимање од стране канцерских 

ћелија. На пример, копмлекс платине [PtIICl2(AcGlc-pyta)]висок степен цитотоксичне 

активности на HeLa ћелијској линији (215).  

У циљу превазилажења нежељених ефеката цисплатине, синтетисан је велики 

број рутенијум(II) рутенијум (III) комплекса. Због својих хемијских особина рутенијум 

комплекси се могу везати за већи број лиганада у односу на комплексе платине. Посебно 

је значајна особина рутенијум (III) комплекса да се на исти начин као и гвожђе везују за 

серумске протеине чиме се веома ефективно допремају до малигно измењених ћелија. 

Канцерске  ћелије имају различити метаболизам у односу на малигно неизмњене ћелије 

и експримијару велики број трансферинских рецептора, што је такође веома битно при 

преузимању комплекса рутенијума. Осим трансферин зависног механизма, рутенијум 

комплекси улазе у туморску ћелију и пасивном дифузијом. Веома битан корак који се 

дешава унутар малигно измењене ћелије је редукција Ru(III) у Ru(II), при чему се 

рутенијум може везати за ДНК канцерске ћелије и смањити вијабилност индукцијом 

апоптозе. Ова чињеница је искоришћена за синтезу Ru(II) комплекса који су такође 

демонстрирали значајан антитуморски ефекат на великом броју ћелијских линија in vitro 

(175, 222, 223).  
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Комплекси бакра показују снажан цитотксични ефекат, али са молекуларним 

механизмом који се разликује од антитуморског механизма комплекса платине. 

Активност комплекса бакра варира у зависности од врсте лиганада који су везани за 

металну компоненту. Потенцијални цитотоксични ефекти великог броја комплекса бакра 

су испитивани због хипотезе да ова једињења могу показати већу селективност од 

комплекса платине. Бакар је есенцијални елемент и саставна је компонентна различитих 

ензима, тако да је присуство бакра неопходно за развој максималне каталитичке 

активности. Приликом уласка комплекса бакра у малигно измењену ћелију долази до 

смањене активности ензима SOD, услед чега долази до хиперпродукције реактивних 

кисеоничних врста и последичног оштећења ћелије. Комплекси бакра су демонстрирали 

значајан антипролиферативни ефекат на великом броју ћелијских линија индукујући 

процес програмиране ћелијске смрти (224, 225).  

Синтетисан је велики број комплекса злата, а све у циљу проналажења 

потенцијалног хемиотерапеутика који ће превазићи недостатке комплекса платине. 

Прецизније, од великог значаја је могућност везивања комплекса злата за активно место 

различитих ензима, чиме се онемогућава каталитичка активност истих. Комплекси злата 

имају посебно велики афинитет везивања за тиол групе ензима који су есенцијални за 

функционисање ћелије, као што је на пример ензим тиоредоксин редуктаза (TrxR).  Након 

везивања за ензиме индукују процес програмиране ћелијске смрти. Велики број 

синтетисаних Аu(III) комплекса је показао снажан антитуморкси ефекат на цисплатин 

резистентним ћелијским линијама in vitro (226, 227).  

Комплекси сребра су одавно познати по свом антимикробном ефекту и користе се 

у терапији инфицираних рана као и опекотина. Комплески сребра су показали снажан 

цитотоксични ефекат на различите канцерске ћелије. Прецизније,  синтетисани Ag(I) 

комплекси су показали снажнији цитотоксични ефекат у односу на цисплатину in vitro и 

значајно већи степен селективности (228, 229).  

Паладијум комплекси су такође демонстрирали снажан антитуморски ефекат на 

малигно измењене ћелијске линије. Снажан антипролиферативни ефекат је покзан и на 

цисплатин-резистентним туморима као и на хормон-зависним туморима. Посебно је 

значајна чињеница да су Pd(II) једињења показала слабо антипролиферативно дејство на 

малигно неизмењене ћелије. Поред тога, ова комплекси испољавају снажан 

антимикробни ефекат (230, 231). 



26 
 

1.13. КОМПЛЕКСИ ПЛАТИНЕ И ЦИСПЛАТИНА 

 

 Први откривени хемиотерапеутик, који у својој структури има метал платину и 

користи се у терапији бројних типова канцера је цисплатина. Употреба ципслатине је од 

есенцијалног значаја када говоримо о лечењу великог броја малигнитета а у прилог томе 

нам говори чињеница да се чак 50% од укупно дијагностикованих пацијената лечи 

применом овог лека.  Циплатина је откривена 1845. године, али је биолошка активност 

јасно дефинисана од стране Розенберга касније, 1960. године. Прецизније, приликом 

испитивања цисплатине дошло се до сазнања да ово једињење инхибира пролиферацију 

малигно измењених ћелија (214-216). Затим је проучаван механизам 

антипролиферативног дејства цисплатине, при чему је откривено да ово једињење има 

могућност везивања за молекул ДНК у једру као и митохондријску ДНК услед чега 

долази до активације процеса некрозе или програмиране ћелијске смрти. Хемијска 

структура цисплатине обухвата метал, платину везану за две NH3 групе као и два атома 

Cl (2, 4, 214). Савремена терапијска процедура подразумева примену лека се 

интравенском инјекцијом или инфузијом. Након примене овог лека долази до везивања 

цисплатине за серумске протеине (албумин и трансферин), сматра се да 65–95% од 

укупне примењене терапијске концентрације цисплатине се везује протеине. Веома мали 

остатак цисплатине се транспортује унутар малигне ћелије пасивном дифузијом кроз 

плазма мембрану (слика 6) (214). Новија истраживања су показала у транспорту 

ципслатине приликом уласка у  канцерску ћелију есенцијалну улогу има транспортни 

протеин CTR1 (енг. copper transporter protein). Стога, малигно измењене ћелије које 

имају повећану експресију протеина CTR1 показују већу сензитивност на овај лек (232).  

Након уласка у ћелију дешава се замена хлорида воденим лиганадима, затим 

долази до везивања цисплатине за различите ћелијске структуре. Стварање повећане 

концентрације реактивних кисеоничних врста унутар малигно измењене ћелије је један 

од антипролиферативних механизама цисплатине. Прецизније, цисплатина индукује 

повећану продукцију хидроксилних радикала што условљава активацију процеса 

липидне пероксидације и оштећење ДНК молекула. Митохондрије унутар ћелије су 

такође погођене услед оксидатиног стреса при чему долази до немогућности одвијања 

процеса оксидативне фосфорилације и ћелијске дисфункције.  Сви ови процеси воде ка 

активирању  унутрашњег пута програмиране ћелијске смрти (233, 234).   

Ципслатина може индуковати процес апотптозе малигних ћелија преко плазма 

рецептора. Прецизније, долази до активације Fas  рецептора и активаације спољашњег 

апоптотског пута (235).  

Приликом уласка у ћелију цисплатина може да се веже за ДНК молекул, односно 

за  N у положају 7, што за води ка оштећењу ДНК и немогућности одвијања циклуса. 

Последица је да индукција застоја у G1, S и G2 фази ћелијског циклуса уз инхибицу 

могућности репарације оштећења ДНК молекула чиме ће се активирати процес апоптозе.  

Циплсатина активира ,,checkpoint“ киназе Chk1 и Chk2 које су директно одговорне за 

застој у G и S фази ћелијског циклуса (2, 214, 236).  
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Велики проблем када говоримо о терапији цисплатином је развој туморксе 

резистенције на лек, при чему резистенција зависи и од типа малигнитета (2, 4). На 

пример, карцином тестиса и оваријума показује велику сензитивност на примену 

цисплатине, док nonsmall cell карцином плућа и колоректални карцином показују велики 

степен резистенције на лек (214).  

Постоји више описаних молекуларних механизама уз помоћ којих долази до 

развоја резистнеције на цисплатину. Само присуство цисплатине унутар ћелије може 

условити деградацију и пад концентрације Ctr1 протеина (који има улогу у преносу 

цисплатине) при чему долази до немогућности уласка лека. Такоће, транспортери ATP7A 

и ATP7B имају улогу у елиминацији ципслатине, при чему долази до изласка ципслатине 

у екстрацелуларни простор. Затим, један од главних молекуларних механизама 

инактивације цисплатине, који се одиграва у самој ћелији подразумева могућност 

везивања цисплатине за глутатион. Овако везан комлекс може се елиминисати и 

експортовати ван малигне ћелије. Најбољи начин елиминације ДНК лезија које 

услављава цисплатина је путем NER-a (енг. nucleotide excision repair). Услед могућности 

репарације ДНК молекула, малигне ћелије које имају повећану експресију NER-a су 

резистентне на терапијски ефекат цисплатине (214, 237).  

 Многобројни нежељени ефекти цисплатине обухватају нефротоксичност, 

ототоксичност, хепатотоксичност, оштећење гастроинтестиналног тракта, поремећаји 

вида. Посебан проблем приликом примене цисплатине представља неселективност при 

чему долази до оштећења малигно неизмењених ћелије активацијом програмиране 

ћелијске смрти (2, 214).  

Из претходно наведених разлога новија истраживања се фокусирају на синтезу 

нових једињења која у својој структури садрже металну компоненту (платина, рутенијум, 

злато, сребро) а која би потенцијално могла да превазиђу недостатке који се јављају 

прилком примене цисплатине.  
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Слика 6. Улазак цисплатине у малигно измењену ћелију  
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1.14. КОМПЛЕКСИ ПАЛАДИЈУМА 

 

 Паладијум је метал VIIIB групе откривен 1803. године, при чему су такође 

детаљно објашњене хемијске особине овог елемента. Овај хемијски елемент се користи 

и у медицинске сврхе посебно у зубној медицини. Оксидациона стања паладијума су 0, 

+1, +2 и +4 (238). 

 Новија истраживања обухватају синтезу великог броја паладијум комплекса, а све 

у циљу детаљног прочавања механизма антипролиферативне активности. Једињења која 

садрже паладијум су показала веома снажан антипролиферативно дејство на велики број 

канцерских ћелијских линија in vitro (239).  

  Истраживање публиковано од стране Juribasic и сарадника је демонстрирало да 

синтетисани Pd(II) показују значајан антипролиферативни ефекат на велики број 

малигних ћелијских линија хуманог порекла SW 620, H 460, MCF-7, HCT 116, MOLT-4. 

Прецизније, синтетисани Pd(II) комплекси су показали снажнији цитотоксични ефекат 

на SW 620 и MCF-7 ћелијске линије у односу на контролни лек, цисплатину. Такође, 

показана је и снажна антимикробна активност Pd(II) једињења (240). Затим, 

истраживање Simic и сарадника је показало да пет синтетисаних Pd(II) комплекса 

демонстрирају јако антипролиферативно дејство на ћелије хуманог порекла карцинома 

простате PC-3 и DU-145. Одговарајући лиганди испољили су веома слабо 

антипролиферативно дејство на PC-3 и DU-145 ћелије, чиме је показано да без присуства 

металне компоненте, у овом случају паладијума није могуће остварити снажан 

антипролиферативни ефекат. Такође, антипролиферативни ефекат пет синтетисанх 

једињења на малигно неизмењене фобробласте је био веома слаб, чиме је јасно 

демонстрирана селективност Pd(II) комплекса (239). Два синтетисана Pd(II) комплекса 

од стране Pruchnik и сарадника су показала умерен антипролиферативни ефекат на 

ћелијске линије малигног меланома  SH-4, Colo-829, C-32 и ћелијске линије карцинома 

дојке MCF7, T-47D и MDA-MB-231 (241).  Осам синтетисаних Pd(II) једињења од стране 

Li и сарадника демонстрирала су снажну антитуморску активност на MCF-7, HeLa, и 

A549 малигне ћелије (242). Научно истраживање Joksimovic и сарадника је демонстрирало 

висок степен селективности Pd(II) једињења, при чему су синтетисани комплекси 

испољили снажно антипролиферативно дејство на MDA-MB-231 и HeLa ћелијској линији, 

а веома слаб антипролиферативни ефекат је показан на контролној ћелијској популацији, 

фибробластима (243).  

На основу претходно поменутих истраживања можемо закључити да Pd(II) једињења 

демонстрирају антипролиферативни ефекат на различите ћелијске линије , при чему неки 

од поменутих комплекса показују и висок степен селективности.  

 Механизам антипролиферативног дејства Pd(II) комплекса подразумева 

индукцију процеса апоптозе. Simic и сарадници су у својој студији јасно показали да 

синтетисана Pd(II) једињења инукују процес ране апоптозе PC-3 и DU-145 ћелија. 

Прецизније, долази до покретања митохондријалног пута програмиране ћелијске смрти 

при чему долазо до повећане синтезе проапоптотских протеина и активације каспазе-3 

(239). Zhang и сарадници су показали да комплекси паладијума испољавају снажно 

антипролиферативно дејство индукцијом унутрашњег митохондријалног пута, при чему 

долази до смањења експресије Bcl-2  протеина и повећане концентрације проапоптотског 
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Bid протеина (244). Li и сарадници су у својој студији дефинисали да применом Pd(II) се 

повећава концентрација реактивних кисеоничних врста, што ће условити оштећење 

митохондрија и активирати унутрашњи апоптотски митохондријални пут (242). Затим, 

Espino и сарадници су јасно показали да паладијум једињења умањују вијабилност 

малигних ћелија активацијом процеса апоптозе (245). Осим активације процеса апоптозе, 

студије показују да бројни синтетисани Pd(II) комплекси могу зауставити ћелијски 

циклус у различитим фазама, што за последицу има немогућност пролиферације 

малигних ћелија (239).  

 Сва наведена истраживања нам јасно указују да комплекси пладијума 

демонстрирају снажно антитуморско дејство индукцијом апоптотичног процеса или 

заустављањем ћелијског циклуса. Имајући у виду претходно наведене чињенице, наша 

студија је тестирала два новосинтетисана комплекса паладијума, обележена као Pd1 и 

Pd2, на ћелије сквамоцелуларног карцинома језика, а у циљу демонстрирања степена 

селективности Pd(II) једињења, као контролну ћелијску линију користили смо 

фибробласте.  
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2. ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА 
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2.1. ЦИЉЕВИ СТУДИЈЕ 

 

Циљеви наше студије су: 

1. Дефинисање потенцијалног антипролиферативног дејства комплекса паладијума: 

• Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-pz))(ClO4)4 и  

• Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4  

на ћелијске линије:  

• SCC-4 – сквамоцелуларни карцином језика и  

• MRC-5 – контролна линија, фибробласти.  

2. Дефинисати однос некротичне и апоптотске смрти канцерских ћелија индуковане 

од стране тестираних комплекса. 

3. Дефинисати да ли испитивани комплекси утичу на одвијање ћелијског циклуса 

тестираних ћелија 

4. Одредити утицај тестираних комплекса на релативни однос проапоптотичног 

протеина bax и антиапоптотичног bcl-2 протеина. 

5. Одредити ефекат испитиваних супстанци на активацију bax-a и каспазе-3. 

 

2.2. ХИПОТЕЗЕ СТУДИЈЕ 

 

Радне хипотезе истраживања су: 

1. Комплекси Pd1 и Pd2  имају снажан антирполиферативни ефекат на канцерске 

ћелије, а демонстрирају слабији антирполиферативни ефекат на здраве 

фибробласте.   

2. Тестирани комплекси заустављају ћелијски циклус канцерских ћелија и тиме 

смањују брзину њихове пролиферације. 

3. Свој антипролиферативни ефекат тестирани комплекси индукују покретањем 

апоптозе, при чему долази до повећања релативног односа bax/bcl-2, и активира 

се каспаза-3. 
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3.1. ДИЗАЈН СТУДИЈЕ 

 

Истраживање је конципирано и спроведено као експериментална студија in vitro. 

У нашем истраживању користили смо ћелијске линије хуманог порекла.  

 

3.2. ИСПИТИВАНЕ ЋЕЛИЈЕ 

 

Испитиване популације ћелија, односно ћелијске линије које смо користили у 

нашем истраживању су следеће: 

Ћелијска линија SCC-4 (CRL-1624™, https://www.atcc.org/products/crl-1624), 

епителне ћелије, изоловане из језика 55 годишњег мушког пацијента са 

сквамоцелуларним карциномом језика. 

Ћелије MRC-5 (CCL-171™, https://www.atcc.org/products/ccl-171) су малигно 

неизмењене ћелије хуманих фибробласта.  

Ћелије линије MRC-5 смо добили захваљујући љубазности проф. др Петра 

Чановића са Факултета медицинских наука у Крагујевцу.  

Ћелијске линије хуманог порекла SCC-4 и MRC-5 смо одржавали и култувисали 

на исти начин. Одмрзнуте су криовајлице запремине 2 mL, мешањем у топлој води у 

времеском периоду краћем од 2 минута. Након процедуре одмрзавања, течни садржај је 

премештен у стерилне епрувете, где се налазио комплетан медијум. Следећи корак је 

обухватао центрифугирање десет минута на 1000 обртаја/мин, затим супернатант је 

извучен из епрувета. Целокупни садржај епрувете је премештен у стерилне фласкове 

намењене за одржавање ћелијских култура запремине 25 cm3. Такође, фласкови са 

ћелијским културама су смештени у инкубатор у коме је присутна апсолутна влажност и 

5% CO2. Култивација ћелија се одигравала на темератури 37°С. 

Ћелијске линеје које смо користили у нашем истраживању смо одржавали у 

комплетном медијуму за ћелијске културе који смо припремали у складу са 

инструкцијама произвођача (ATCC, American Type Culture Collection) и то на следећи 

начин:  

• 10% запремине је чинио топлотом инактивисани говећи серум (FBS, fetal 

bovine serum, Sigma, Catalog Number: F7524, 

https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/product/sigma/f7524?gclid=CjwKCAjwi

uuRBhBvEiwAFXKaNF0dAvt2CAYClSfK23V1LHOseq24AjWBGHvsTe3WpuA

DuB2LIPZ0kBoCSHYQAvD_BwE ) 

• 1% - додаване су неесенцијалне аминокиселине (NEAA - Non-Essential 

Amino Acid Cell Culture Supplement, Gibcotm Catalog number. 11140050, 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11140050 ) 

• 89% запремине је чинио основни медијум за ћелијске културе и то DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) са високом концентрацијом глукозе и 

L-глутамином (Capricorn Scientific, Catalog number: p1126, 

https://www.capricorn-scientific.com/en/shop/dmem-high-glucose-4-5-g-l-

with-l-glutamine~p1126) 

 

https://www.atcc.org/products/crl-1624
https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/product/sigma/f7524?gclid=CjwKCAjwiuuRBhBvEiwAFXKaNF0dAvt2CAYClSfK23V1LHOseq24AjWBGHvsTe3WpuADuB2LIPZ0kBoCSHYQAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/product/sigma/f7524?gclid=CjwKCAjwiuuRBhBvEiwAFXKaNF0dAvt2CAYClSfK23V1LHOseq24AjWBGHvsTe3WpuADuB2LIPZ0kBoCSHYQAvD_BwE
https://www.sigmaaldrich.com/RS/en/product/sigma/f7524?gclid=CjwKCAjwiuuRBhBvEiwAFXKaNF0dAvt2CAYClSfK23V1LHOseq24AjWBGHvsTe3WpuADuB2LIPZ0kBoCSHYQAvD_BwE
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/11140050
https://www.capricorn-scientific.com/en/shop/dmem-high-glucose-4-5-g-l-with-l-glutamine~p1126
https://www.capricorn-scientific.com/en/shop/dmem-high-glucose-4-5-g-l-with-l-glutamine~p1126
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Расејавање ћелијских култура је вршено када је конфлуентности фласка износила 

90%. Екпериментални део нашег истраживања је вршен искљчиво у фази 

експоненцијалног раста испитиваних ћелијских култура. Такође, експерименти су 

извођени у три узаступна понављања, а све у циљу добијања валидних резултата. 

Реаганси коришћени у нашој студији су добијени од стране Сигме (Sigma, Germany).  

 

3.3. ТЕСТИРАНИ КОМПЛЕКСИ  

 

Паладијум(II) једињења су синтетисана на Природно-математичком факултету од 

стране истраживачког тима проф. др Марије Живковић. Синтетисана су два 

паладијум(II) комплекса хемијске формуле ([Pd(dien)]2(µ-pz))(ClO4)4 и ([Pd(dien)]2(µ-

pydz))(ClO4)4. Тестирана једињења су синтетисана и окарактерисана елементарном 

микроанализом и инфрацрвеном и NMR спектралном анализом. Синтетисане комплексе 

паладијума смо обележили као Pd1-([Pd(dien)]2(µ-pz))(ClO4)4 и Pd2-([Pd(dien)]2(µ-

pydz))(ClO4)4. 

 

 

 

Слика 7. Структурне формуле Pd1 и Pd2 комплекса 

 

 Након што је јасно дефинисана структура Pd1 и Pd2 комплекса и одговарајућих 

лиганада, добијено је по 20 mg тестираних једињења. Количина од 20 mg је била довољна 

за испитивање антипролиферативног ефекта на ћелијске културе SCC-4 и MRC-5 in vitro. 

Синтетисана једињења паладијума су добро растворљива у у диметилсулфоксиду 

(DMSO, dimethylsulfoxide), а нису растворљиви у води. Комплекси паладијума су у 

експерименталне сврхе растварани у диметилсулфоксиду, али концентрација 

диметилсулфоксида у финалном раствору није прелазила 0,05% v/v. Једињења Pd1 и Pd2 

су увек растварана непосредно пре експерименталног рада, а све у циљу очувања 

структуре самих комплекса. Претходно је стабилност комплекса после три временска 

интервала након растварања у диметилсулфоксиду потврђена посматрањем и снимањем 

UV-Vis спектра, што је забележено Perkin-Elmer Lambda 35 спектрометром.  
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3.4. ВАРИЈАБЛЕ ИСТРАЖИВАЊА 

 

Независне варијабле студије (узрок) представљаће примењени комплекси 

паладијума, а зависне варијабле (исход), представљаће измерене вредности параметара 

вијабилности и апоптозе туморских ћелија. Испитивање се вршило у лабораторијама 

Институтa факултета медицинских наука у Крагујевцу. 

 

3.5. МТТ ТЕСТ 

 

 Извођење МТТ теста након третмана ћелија испитиваним једињењима је 

есенцијано у утврђивању степена вијабилности ћелија. 

 МТТ јасно дефенише стопу преживљавања ћелија као и метаболичку активност 

истих. Овим тестом можемо јасно детектовати различит степен активности ензима 

NAD(P)H-зависне оксидоредуктазе чија је локализација у живим ћелијама. Стога, што је 

степен активности NAD(P)H-зависне оксидоредуктазе већи то нам јасно указује да је 

већи број живих ћелија. Ради добијања прецизних и валидних резултата неопходна је и 

контролна популација ћелија која није изложена испитиваним једињењима, већ је 

култивисана само у медијуму. Активношћу NAD(P)H-зависна оксидоредуктазе долази 

до редукције жутог раствора тетразолијум-бромида у формазан, који је љубичасте боје. 

Стога, јасно је да љубичасти раствор након извођења МТТ теста садржи велики број 

живих ћелија, ћелије су вијабилне.  

 Степен вијабилности тестианих ћелијских линија SCC-4 и MRC-5 је испитиван у 

три временска интервала (24, 48 и 72 h) са различитим концентрацијама испитиваних 

једињења Pd1 и Pd2. Концентрације испитиваних комплекса паладијума су износиле од 

0,1µМ до 100µМ.  

Осим комплекса пладијума, на идентичан начин смо испитивали 

антипролиферативни ефекат  цисплатине, као референтног лека. Стога, цисплатина је 

коришћена као позитивна контрола у нашој студији. Такође, услед своје клиничке 

примене тестиран је цитотоксични ефекат цисплатине и оксалиплатине. 

Услед подизања ћелија из фласкова, једнак број ћелија око 5000 засејан је у 

појединачне бунаре микротитар плоча од 96 бунара. Веома је битно да су засејане ћелије 

заправо биле у експоненцијалној фази раста. У следећем кораку, испивани ћелиске 

линије су третиране растућом концентрацијом Pd1 и Pd2 једињења. Свака концентрација 

је испитивана у трипликату, такоће у три понављања. Сам третман успитиваним 

једињењима је износио 24, 48 или 72 сата, након чега се додаје 10%-ни раствор 

тетразолијум-бромида у PBS-у од 0,5mg/ml. После два сата инкубације додавало се по 

200 µL DMSO-a у сваки бунар. Седећи корак подразумева лагано мешање плоча све у 

циљу растварања кристала формазана у DMSO-у. На крају, апсорбанца се очитавала  на 

ELISA-читачу на 595 nm. 

Након тога смо рачунали стопу преживљавања ћелија по следећој формули: 

V=(ABSt-Blank)*100/(ABSk-Blank), 
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Где је V-стопа преживљавања ћелија, ABSt и ABSk - апсорбанце третираних (t) и 

контролних (k), нетретираних ћелија, Blank-вредност апсорбанце микротитар плоче, 

односно бунара у којима нема ни ћелија ни медијума.  

 

Вредност цитотоксичности смо рачунали по формули: 

C=100%-V, 

 

Где је C-цитотоксичност, а V-стопа преживљавања ћелија. 

 Након добијених резлутата, приступило се израчунавању IC50 вредности. 

Ова вредност представља вредност половине максималне инхибиторне моларне 

концентрације. Прецизније, рачунали смо линеарну или логаритамску регресију уз 

помоћ програма Microsoft Office Excel-a 2021. 

 

3.6. ОДРЕЂИВАЊЕ РЕЛАТИВНОГ ОДНОСА ЋЕЛИЈА КОЈЕ СЕ НАЛАЗЕ У 

АПОПТОЗИ И НЕКРОЗИ (Annexin V/PI тест) 

 

 Након што је јасно дефинисан биолошки ефекат једињења паладијума на 

вијабилност испитиваних ћелијских линија, наредни корак у нашој студији је 

подразумевао јасно дефинисање механизма деловања синтетисаних једињења. Стога смо 

урадили серију експеримената у циљу тестирања деловања Pd1 и Pd2 једињења на 

релативни однос ћелија у апоптози и некрози. Користили смо Annexin V/PI тест, а однос 

је мерен проточном цитометријом.   

 Тестиране ћелије су биле SCC-4, малигне ћелије сквамоцелуларног карцинома 

језика.  

 Принцип Annexin V/PI теста је заснован на бојењу ћелија које су претходно 

третиране IC50 концентрацијама испитиваних једињења Pd1 и Pd2. Услед третирања 

ћелија израчунатим IC50 вредностима, можемо закључити да ће само половина од 

укупног броја испитваних ћелија бити вијабилна. Ћелије које су услед цитотоксичног 

ефеката комплекса паладијума активирале процес апоптозе имају карактеристику да 

остаци фосфатидил-серина (компоненте ћелијске мембране) су окренути ка спољашњој 

средини. За фосфатидил-серина се чврсто везује Annexin V. Ова чињеница нам јасно 

указује да су ћелије које се налазе у различитим фазама апоптозе анексин позитивне. За 

молеклу анексин је чврсто везана флуоресцентна боја која емитује флуоресценцију у 

спектру зелене боје, флуоресцеин-изотиоцијанат (FITC). Све ово нам омогућава да 

проточном цитометријом детектујемо јасно анексин позитивне ћелије. Пропидијум-

јодид (PI) има могућност везивања за третиране ћелије, а само везивање за једро прави 

разлику између пропидијум-јодид позитивних (мртвих ћелија) и пропидијум-јодид 

негативних (живих ћелија).  

Можемо закључити да су анексин негативне и пропидијум-јодид негативне ћелије 

живе (вијабилне), анексин позитивне и пропидијум-јодид негативне ћелије оне ћелије 

које се налазе у раној апоптози, анексин позитивне и пропидијум-јодид позитивне ћелије 

оне које су у стадијуму касне апоптозе, а анексин негативне и пропидијум-јодид 

позитивне ћелије, оне ћелије које су некротичне. 
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За потребе експеримента коришћен је FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD 

Biosciences). 

Након 24-часовног третмана ћелија испитавних ћелија IC50 вредностима ћелије су 

трипсинизоване и испране у PBS-у и растворене у пуферу за везивање ћелија (Binding 

buffer) у концентрацији од 106 ћелија/mL. Затим је у следећем кораку 100 mL суспензије 

ћелија пребачено у по три епрувете запремине 5 mL. Додавано је у сваку постављену 

епрувету 5 mL анексина (Annexin V-FITC) и 5 mL пропидијум-јодида (PI). Затим следи 

виртексовање ћелија и инкубација у временском интервалу од 15 минута у мраку на 

собној температури. Последњи корак подразумева додавање 400 mL пуфера за везивање 

ћелија и очитавање добијених резултата.  

Обрада и презентовање добијених резултата је подразумевала коришћење 

програма за проточну цитометрију FlowJo VX.  

 

3.7. АНАЛИЗА ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА 

 

Следећа фаза наше истраживачке иницијативе укључивала је темељно 

испитивање везано за то како наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 

утичу на прогресију ћелијског циклуса ћелија хуманог скавмоцелуларног карцинома 

SCC-4 in vitro. Наш примарни циљ је био да дубље продремо у то да ли третиране 

туморске ћелије показују измењено понашање у поређењу са нетретираним ћелијама које 

се култивишу у потпуно идентичним условима, посебно фокусирајући се на то да ли ова 

једињења имају способност да ометају брзину деобе ћелија, било у смислу повећања 

брзине деобе, било у смислу смањења брзине деобе ћелија. Да бисмо ово открили, 

користили смо бојење ћелија пропидијум јодидом (PI) заједно са проточном 

цитометријом да бисмо испитали како наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) 

Pd1 и Pd2 модулирају дистрибуцију ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса. 

Основна премиса која подупире овај аналитички приступ се заснива на томе да је 

другачији афинитет везивања молекула пропидијум-јодида за молекул ДНК зависно од 

тога у којој фази ћелијског циклуса се испитивана ћелија налази.. Одређивањем 

интензитета флуоресценције који емитују молекули ДНК везани за пропидијум јодид у 

појединачним ћелијама, били смо у могућности да уочимо прецизну фазу ћелијског 

циклуса кроз коју је свака обојена ћелија пролазила. Значајно је да су диплоидне ћелије 

(2n) биле индикативне за ћелије које се налазе у G0/G1 фази, док ћелије са садржајем 

ДНК нижим од диплоидног (<2н) упућују на ћелије које пролазе кроз програмирану 

ћелијску смрт, односно апоптозу. Ћелије укорењене, односно заустављене у S фази 

показивале су повећани садржај диплоидне ДНК (2n и 4n), док су ћелије смештене у 

G2/М фази садржавале двоструку количину ДНК молекула у поређењу са диплоидним 

ћелијама, што је кулминирало „квадриплоидним“ (4н) садржајем ДНК унутар њихових 

једра. 

Процедурална методологија за анализу ћелијског циклуса одвијала се на следећи 

начин: 

1. Туморске ћелије су подвргнуте третману са нашим новосинтетисаним 

комплексима паладијума(II) Pd1 и Pd2 у концентрацији која одражава њихову IC50 

вредност у трајању од 24 сата, или су остављене нетретиране као контролна референтна 

тачка. Ћелијска линија сквамоцелуларног карцинома укључена у ово испитивање била је 

SCC-4. 
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2. Након третмана, и третирана и контролна кохорта ћелија је подвргнута 

трипсинизацији, након чега су уследиле узастопне рунде испирања са медијумом и 

фосфатним пуфером (PBS), што је завршено фиксацијом са ледено хладним 70% 

етанолом у трајању од најмање 1 сата. 

3. После фиксације, ћелије су пажљиво испране ледено хладним фосфатним 

пуфером, подвргнуте третману РНазе и изложене раствору пропидијум јодида, пре него 

што су инкубиране у специфичном окружењу које није било изложено светлости и то на 

собној температури. Након овог периода инкубације, ћелије су послате на анализу која 

се спроводила коришћењем проточног цитометра. 

4. Резултати који су уследили су пажљиво обрађени и визуелно представљени 

коришћењем FlowJo VX софтверског пакета за проточну цитометрију. 

 

3.8. АНАЛИЗА ПРОТЕИНА АПОПТОЗЕ 

 

Апоптоза, кључни ћелијски процес, може се покренути кроз два доминантна пута 

— спољашњу и унутрашњу апоптозу. У покушају да разоткријемо замршене ћелијске 

механизме који се активирају деловањем наших новосинтетисаних комплекса 

паладијума(II) Pd1 и Pd2 који су испитивани, почели смо да квантификујемо активност 

и концентрације кључних протеина који регулишу апоптозу унутар SCC-4 ћелија 

хуманог сквамоцелуларног карцинома. Протеини од значаја које смо анализирали у овим 

посебно дизајнираним експериментима су били један проапоптотични протеин, 

конкретно у овом случају активни bax и један антиапоптотски протеин bcl-2. Поред ових 

протеина који су укључени у унутрашњи пут апоптозе, тестирали смо да ли долази до 

активације каскаде каспаза, тј. да ли је апоптоза каспаза зависна, мерењем присуства 

активне каспазе-3, односно процента ћелија које емитују флуоресценцију на активирану 

каспазу-3. 

Реагенси коришћени у овим експериментима су били следећи:  

• Сет за фиксацију и пермеабилизацију ћелија - Invitrogen™ eBioscience™ 

Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set, Catalog number: 88-

8824-00 (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/88-8824-00)  

• Примарно антитело за активни протеин bax - Santa Cruz™ rabbit 

polyclonal IgG Anti-Bax Antibody (N-20), Catalog number:  sc-493 

• Примарно обележено флуресцеин-изотиоцијанатом (FITC) антитело за 

протеин bcl-2 - Life technologies™ bcl-2 fluorescein isothiocyanate (FITC) 

primary antibody, Catalog number: MHBCL01 

• Примарно антитело за активни протеин каспаза-3 - Cell Signaling™ rabbit 

Cleaved Caspase-3 (Asp175) Antibody, Catalog number: #9661 

• Секундарно обележено флуресцеин-изотиоцијанатом (FITC) антитело за 

необележена примарна антитела - Abcam ™  secondary goat anti-rabbit 

IgG-FITC antibody, Catalog number: Ab6717-1 

 

Сва примарна антитела су коришћена у разблажењу 1:1000, а секундарно 

антитело у разблажењу 1:2000.  

Експериментални план који је диктирао процену кључних протеина апоптозе 

обухватао је следеће кораке: 
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1. Почетак експерименталног режима је подразумевао третман ћелија хуманог 

скавмоцелуларног карцинома in vitro нашим новосинтетисаним комплексима 

паладијума(II) Pd1 и Pd2 у концентрацији која одражава њихову IC50 вредност током 

предвиђеног трајања од 24 сата, или одржавање нетретиране ћелијске популације као 

контролног мерила. Ћелијска линија сквамоцелуларног карцинома која је била 

подвргнута испитивању је била линија хуманог скавмоцелуларног карцинома SCC-4 in 

vitro. 

2. Након третмана, и третирана и контролна ћелијска популација су подвргнуте 

трипсинизацији, након чега је уследило темељно прање са медијумом и ледено хладним 

фосфатним пуфером, праћено фиксацијом и пермеабилизацијом у складу са протоколима 

прописаним од стране произвођача одговарајућег сета за фиксацију и пермеабилизацију 

(Invitrogen™ eBioscience™ Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set Catalog 

number: 88-8824-00) . 

3. Да би се ублажило неспецифично везивање антитела, ћелије су подвргнуте 

блокади козјим серумом. Након тога смо додавали неопходна примарна антитела 

усмерених на активни bax, bcl-2 и активну каспазу-3. После успешно завршеног бојења 

ћелија специфичним примарним антителима, додавана су флуоресцентно обележена 

секундарна антитела. 

4. Након прописаног режима инкубације и испирања, степен флуоресценције 

ћелија на одговарајуће кључне сигналне молекуле који су укључени у процес 

програмиране ћелијске смрти, односно апоптозе је анализиран путем проточног 

цитометра. На тај начин је остварено да се измере нивои интензитета флуоресценције 

одговарајућих ћелија односно проценат ћелија које емитују флуоресценцију и утврдило 

присуство кључних протеина који регулишу апоптозу. 

 

3.9. СТАТИСТИЧКА АНАЛИЗА И ПРЕЗЕНТАЦИЈА ДОБИЈЕНИХ РЕЗУЛТАТА 

 

Резултати експерименталних испитивања су последично подвргнути статистичкој 

анализи користећи SPSS v20, уз степен значајности који је износио  0,05 (*p<0,05). За 

прорачун степена цитотоксичности и одређивање величине студијског узорка смо 

користили параметре за претпоставку алфа грешке од 0.05 и снаге студије 0.8 (бета 

грешка 0.2) и уз коришћење одговарајућег рачунарског програма (G*Power). Узимањем 

у обзир резултатe наведене студије, укупан студијски узорак је прорачунат на 56. То је 

значило да ако мерења вршимо у трипликату и у три понављања, број испитиваних 

вредности цитотоксичности у шест тачака далеко превазилази вредност минималне 

процењене величине студијског узорка (3*3*7=63). Сви експерименти су стога пажљиво 

изведени у три примерка и поновљени независно у три различита наврата како би се 

осигурала робусност и поузданост налаза. Избор представљања дистрибуције података 

као средња вредност ± стандардна девијација или медијана ± стандардна грешка зависио 

је од нормалности дистрибуције испитиваних података. Графички приказ налаза 

обухвата различите модалитете који могу бити тракасти графикони, дијаграме расејања, 

линијски графикони или различити табеларни формати. 

  



41 
 

 

 

 

 

 

4. РЕЗУЛТАТИ 
  



42 
 

 

 Резултати наше студије обухватају одрећивање степена биолошке активности 

паладијум једињења, снаге антитуморског ефекта како на малигним тако и на малигно 

неизмењеним ћелијама. Осим синтетисаних једињења палaдијума, тестирано је и 

антитуморско дејство цисплатине и оксалиплатине. Билошка активност претходно 

набројаних једињења је дефинисана уз помоћ МТТ теста у три временска интервала и 

израчунате су одговарајуће IC50 вредности (табела 1).   

 

4.1. АНТИПРОЛИФЕРАТИВНИ ЕФЕКАТ КОМПЛЕКСА ПАЛАДИЈУМА, 

ЦИСПЛАТИНЕ  И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА ЋЕЛИЈЕ СКВАМОЦЕЛУЛАРНОГ 

КАРЦИНОМА ЈЕЗИКА 

 

 Обрађени резултати су демонстрирали да након третмана синтетисаним 

једињењем Pd1 јавља се статистички значајан пад вијабилности SCC-4 ћелијске линије у 

интервалу од 24 часа при концентрацији од 3µM. Прецизније, при концентрацији од 3µM 

Pd1 стопа вијабилности SCC-4 туморских ћелија је износила 76,5±3,3 (р<0,05, графикон 

1). Затим, након третирања SCC-4 ћелија концентрацијама већим од 3µM (10 µM, 30 µM, 

100 µM) долази до статистички сигнификантног умањења вијабилности. Супротно, 

након третмана Pd1 у концентрајима мањим од 3µM не долази до значајног пада 

вијабилности (р˃0,05, графикон 1). 

 После 24-часовног третирања SCC-4 малигних ћелија Pd2 једињењем, 

демонстриран је статистички значајан пад вијабилности при концентрацији од 30µM. За 

саму концентрацију Pd2 једињења од 30µM вијабилност ћелија је израчуната 45,7 ± 3,8% 

(р<0,05, графикон 1). При концентрацији Pd2 комплекса од 100 µM вијабилност SCC-4 

ћелија је износила 29,1± 3,5% (р<0,05, графикон 1). Приликом третирања SCC-4 ћелија 

концентрацијама нижим од 30µM не долази до статистички значајног смањења 

вијабилности (р˃0,05, графикон 1).  

 Након тестирања антипролиферативног ефекта цисплатине детектовано је 

статистички значајан пад вијаблиности SCC-4 малигних ћелија при концентрацији од 

30µM (р<0,05, графикон 1). Прецизније, када је концентрација износила 30µM 

вијабилност SCC-4 ћелија је израчуната 45,6± 4,6% (р<0,05, графикон 1). После 

третирања SCC-4 ћелија цисплатином у концентрацији од 100µM вијабилност 

канцерских ћелија је износила 25,5± 3,6% (р<0,05, графикон 1). При третману у 

испитиваним концетрацијама мањим од 30µM (0,1µM , 0,3µM, 1µM, 3µM, 10 µM) не 

долази до статистички сигнификантног пада SCC-4 малигних ћелија (р˃0,05, графикон 

1). 

 После третмана растућим вредностима концентрације оксалиплатине, 

демонстрирано је значајно умањење вијабилности SCC-4 ћелијске линије. Прецизније, 

када је концентрација износила 10µM вијабилност тестираних канцерских ћелија је 

износила 74,7±2,3% (р<0,05, графикон 1). При концентрацији већој од 10µM (30µM 

,100µM) долази до значајног пада вијабилности SCC-4 ћелија (р<0,05, графикон 1) 

Такође, при концентрацијама мањим од 10µM (0,1µM , 0,3µM, 1µM, 3µM) не долази до 

статистички значајног пада вијабилности канцерских ћелија (р˃0,05, графикон 1).  
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Графикон 1. Утицај различитих концентрација једињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност SCC-4 ћелија након 24 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом. 
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Током тестирања антипролиферативног ефекта Pd1 једињења након 48-часовног 

третмана долази до статистички сигнификантног пада вијабилности SCC-4 ћелијске 

линије при концетрацији 3µM (р<0,05, графикон 2). Прецизније, када је концентрација 

износила 3µM вијабилност испитиваних канцерских ћелија је износила 57,3± 2,9%. Када 

говоримо о већим концентрацијама Pd1 једињења 10µM, 30µM ,100µM  показан је 

статистички значајан пад вијабилности SCC-4 ћелијске линије (р<0,05, графикон 2). 

Након третирања канцерских ћелија концентрацијама 0,1µM, 0,3µM и 1µM није 

детектован статистички сигнификантни пад вијабилности (р˃0,05, графикон).  

Антипролиферативни ефекат Pd2 једињења на SCC-4 ћелије након 48-часовног 

третмана показао је да када је концентрација износила 3µM дошло је до пада 

вијабилности ћелија (р<0,05, графикон 2). При третману SCC-4 ћелија концентрацијом 

Pd2 од 3µM вијабилност је износила 77,5± 3,3% (р<0,05, графикон 2). Такође, када 

говоримо о растућим Pd2 концентрацијама, 10µM, 30µM, 100µM детектован је 

статистички значајан пад вијабилности канцерских ћелија (р˃0,05, графикон 2).  

После третмана цисплатином детектовано је статистички значајно умањење 

вијабилности SCC-4 ћелија када је концентрација износила 3µM (р<0,05, графикон 2). 

Прецизније, при претходно поменутој концентрацији цисплатине вијабилност 

канцерских ћелија је износила 63,3± 4,2% (р<0,05, графикон 2). Када говоримо о вишим 

концентрацијама од 3µM (10µM, 30µM, 100µM) дошло је до статистички значајног 

умањења вијабилности SCC-4 ћелија (р<0,05, графикон 2). Супротно, концентрације 

ниже од 3µM (0,1µM, 0,3µM и 1µM) не доводе до статистички значајног умањења 

вијабиности канцерских ћелија (р˃0,05, графикон 2). 

Тестирањем антипролиферативног дејства оксалиплатине показано је да долази 

до статистички сигнификантног пада вијабилности SCC-4 ћелија када је концентрација 

износила 3µM (р<0,05, графикон 2). Стопа преживљавања канцерских ћелија  при 

поменутој концентрацији је износила 59,4± 2,3% (р<0,05, графикон 2). Такође, 

концентрације оксалиплатине 10µM, 30µM, 100µM довводе до статистички значајног 

пада вијабилности SCC-4 ћелија (р<0,05, графикон 2). Након тестирања нижим 

концентрацијама оксалиплатине, 0,1µM, 0,3µM и 1µM, није дошло до статистички 

сигнификантног пада вијабилности канцерких ћелија (р˃0,05, графикон 2). 
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Графикон 2. Утицај различитих концентрација једињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност SCC-4 ћелија након 48 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом. 
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Након испитивања антипролиферативног ефекта Pd1 једињења после  

култивације канцерских ћелија у временском интервалу од 72 часа демонстриран је 

статистички значајан пад вијабилности већ при концентрацији од 1µM (р<0,05, графикон 

3). Проценат вијабилних малигних ћелија је износио 90,7± 1%. Међутим, у нижим 

концентрацијама од 1µM (0,1µM, 0,3µM) није демонстриран статистички значајан пад 

вијабилности SCC-4 ћелија (р˃0,05, графикон 3). При вишим концентрацијама, 3µM, 

10µM, 30µM, 100µM детектован је статистички сигнфикантни пад вијабилности 

канцерских ћелија (р<0,05, графикон 3). 

 При испитивању антирполиферативног дејства Pd2 једињења (након 72 часа) 

демострирано је да концентрација од 1µM доводи до статистички сигнификантног пада 

вијабилности SCC-4 ћелија (р<0,05, графикон 3). Затим при вишим концентрацијама 

дошло је до статистички значајног смањења вијабилности канцерских ћелија (р<0,05, 

графикон 3). Међутим, при концентрацијама Pd2 једињења нижим од 1µM не долази до 

статистички зналајног пада вијабилности SCC-4 ћелија (р˃0,05, графикон 3). 

 У присуству цисплатине и после 72 часа култивације SCC-4 ћелија детектован је 

сигнификантни пад вијабилности ћелија сквамоцелуларног карцинома језика већ при 

концентрацији од 3µM (р<0,05, графикон 3). Проценат вијабилних канцерских ћелија је 

износио 73,6± 2,3%. При концентрацијама цисплатине вишим од 3µM (10µM, 30µM, 

100µM) детектовано је статистички значајно умањење вијабилних ћелија (р<0,05, 

графикон 3). Супротно, када су концентрације износиле 0,1µM, 0,3µM, 1µM није 

детектовано статистички значајно умањење вијабилности SCC-4 ћелија (р˃0,05, 

графикон 3).  

 Оксалиплатина је показала снажан антипролиферативни ефкат на SCC-4 ћелије 

након 72 часа инкубације. До умањења вијабилности ћелија сквамоцелуларног 

карцинома језика дошло је при концентрацији лека од 3µM , а проценат вијабилних 

ћелија је износио 72,3± 2,3% (р<0,05, графикон 3). Када говоримо о вишим 

концентрацијама, 10µM, 30µM, 100µM детектовано је умањење вијабилности малигних 

ћелија(р<0,05, графикон 3). Поред тога, када говоримо о нижим концентрацијама 

оксалиплатине, 0,1µM, 0,3µM, 1µM није детектовано статистички значајно смањење 

вијабилности SCC-4 ћелија.  

На основу статистички обрађених података јасно се може закључити да је након 

24-, 48- и 72-часовног третирања SCC-4 канцерских ћелија дошло до значајног пада 

вијабилности, а на то нам јасно указују приказане IC50 вредности за Pd1 и Pd2 комплекс, 

цисплатину и пксалиплатину (табела 1).  
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Графикон 3. Утицај различитих концентрација јдињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност SCC-4 ћелија након 72 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом. 
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4.2. АНТИПРОЛИФЕРАТИВНИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА, 

ЦИСПЛАТИНЕ  И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА МАЛИГНО НЕИЗМЕЊЕНЕ 

ЋЕЛИЈЕ ФИБРОБЛАСТА 

 

 Након 24-часовне икубације и третмана Pd1 комплексом на MRC-5 ћелијској 

линији демонстриран је статистички значајан пад вијабилности ћелија при 

концентрацији од 30µM. Проценат вијабилних ћелија је износио 75,2± 2,4% (р<0,05, 

графикон 4). Затим, до статистички сигнификантног пада вијабилности малигно 

неизмењених ћелија долази када концентрација износи 100µM (р<0,05, графикон 4). 

Даље, када смо третирали ћелије Pd1 комплексом у концентрацијама од 0,1µM,  0,3µM, 

1µM, 3µM, 10µM нисмо детектовали статистички сигнификантан пад вијабилности MRC-

5 ћелија (р˃0,05, графикон 4). 

 После 24-часовног раста in vitro условима и третмана Pd2 једињењем само у 

концентрацији од 100 µM детектован је статистички сигнификантни пад вијабилности 

MRC-5 ћелија (р<0,05, графикон 4). Приценат вијабилних ћелија је износио 66,2± 4,1%. 

Насупрот томе, прилком третирања ћелија концентрацијама нижим од 100µM (0,1µM,  

0,3µM, 1µM, 3µM, 10µM и 30µM) нису детектоване статистички сигнификантне промене 

вијабилности малигно неизмењених ћелија (р˃0,05, графикон 4).  

 Контролни лек цисплатина је након након 24 часовне култивације демонстрирао 

значајан пад вијабилности  фибробласта већ при концентрацицји од 3µM, а израчунат 

проценат ћелија које су вијабилне је износио 82,3± 1,8% (р<0,05, графикон 4). 

Концентрације веће од 3µM су довеле до пада вијабилности малигно неизмењених ћелија 

(р<0,05, графикон 4). После третмана MRC-5 ћелија концентрацијама 0,1µM,  0,3µM, 

1µM, није детектована статистички сигнификантна промена вијабилности (р˃0,05, 

графикон 4).  

Тестирана оксалиплатина је значајно смањила вијабилност фибробласта при 

концентрацији од 30µM, а израчунати проценат вијабилних ћелија је износио 69,3± 2,3% 

(р<0,05, графикон 4). Такође, када говоримо о максималној концентрацији од 100µM 

дошло је до статистички значајног пада вијабилности малигно неизмењених ћелија 

(р<0,05, графикон 4). Третирањем мањим концентрацијама од 30µM (0,1µM,  0,3µM, 

1µM, 3µM, 10µM) није дошло до статистички сигнификантне промене вијабилности 

фибробласта (р˃0,05, графикон 4).  
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Графикон 4. Утицај различитих концентрација једињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност MRC-5  ћелија након 24 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом.  
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Једињење Pd1 је показало изузетно слабо антпролиферативни дејство на MRC-5 

ћелије након 48-часовне култивације. При концентрацији једињења од 30µM дошло је до 

статистички знчајног пада вијабилности, при чему је вредност износила 75,4± 2,4% 

(р<0,05, графикон 5). Затим, када говоримо о максималној концентрацији од 100µM 

дошло је до статистички значајног пада вијабилности малигно неизмењених ћелија 

(р<0,05, графикон 5). Супротно, када говоримо о концентрацијама нижим од 30µM није 

дошло до измене вијабилности MRC-5 ћелија (р˃0,05, графикон 5).  

Испитивано једињење Pd2 после 48-часовне култивације, демонстрирало је веома 

слабо антипролиферативно дејство на малигно неизмњене фибробласте. Статистички 

значајно умањење вијабилности детектовано је при концентрацији 30µM, при чему је 

вијабилност достигла 77,1± 2,6% (р<0,05, графикон 5). Када говоримо о максималној 

концентрацији 100µM демонстриран је статистички значајан пад вијабилних ћелија 

(р<0,05, графикон 5). При концентрацијама мањим од 30µM није демонстриран значајан 

антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 5).  

Циплсатина је демонстрирала статистички значајан антипролиферативни ефекат 

већ при концентрацији од 3µM, при чему је вијабилност ћелија износила 81,8± 1,8% 

(р<0,05, графикон 5). Када говоримо о концентрацијама цисплатине вишим 3µM 

демонстриран је статистички значајан антипролиферативни фекат на MRC-5 ћелије 

(р<0,05, графикон 5). Са друге стране после 48-часовне култивације ћелија и третмана 

концентрацијама 0,1µM,  0,3µM, 1µM нису детектоване статистички сигнификантне 

промене у проценту вијабилних фибробласта (р˃0,05, графикон 5).  

Након тестирања антипролиферативног дејства оксалиплатине, демонстрирано је 

да концентрација од 3µM условљава статистички сигнификантни пад процента 

вијабилних MRC-5 ћелија (р<0,05, графикон 5). Вредност вијабилних фибробласта је 

достигла 81,8± 2,3% (р<0,05, графикон 5). Након третирања концентрацијама 

оксалиплатине вишим од 3µM дошло је до сигнификантног антипролиферативног ефекта 

на малигно неизмењене ћелије (р<0,05, графикон 5). Међутим, ниже концентрације лека 

0,1µM,  0,3µM, 1µM нису демонстрирале значајан антипролиферативни ефекат на 

фибробласте (р˃0,05, графикон 5).  
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Графикон 5. Утицај различитих концентрација једињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност MRC-5  ћелија након 24 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом. 
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После 72 часа култивације фибробласта Pd1 је показао изузетно слабо 

антпролиферативно дејство на малигно неизмењене ћелије. До статистички значајног 

антипролиферативног ефекта дошло је након третмана ћелија у концентрацији од 10µM, 

при чему је детектована вијабилност  износила 74,1± 3,6% (р<0,05, графикон 6). Када 

говоримо о концентрацијама вишим од 10µM, такође је детектован статистички значајан 

антипролиферативни ефекат на фибробласте (р<0,05, графикон 6). Након третмана 

ћелија концентрацијама 30µM и 100µM демонстриран је значајан антипролиферативни 

ефекат (р<0,05, графикон 6). Ниже концентрације Pd1 једињења, нису довеле до 

сигнификантног антипролиферативног ефекта (р˃0,05, графикон 6). 

Наше студија је јасно демонтрирала да након 72-часовног третмана фибробласта 

при концентрацији Pd2 једињења од 30µM долази до снажног антиптолиферативног 

ефекта, при чему проценат вијабилних ћелија износи 56,8± 3,6% (р<0,05, графикон 6). 

При максималној концентрацији од 100µM такође је детектован статистички значајан 

антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене ћелије (р<0,05, графикон 6). Када 

говоримо о нижим концентрацијама од 30µM није детектована сигнификантна 

антипролиферативна активност тестираног једињења (р˃0,05, графикон 6).  

Третман малигно неизмењених фибробласта цисплатином након 72-часовне 

култивације демонстрирао је статистички значајан антипролиферативни ефекат при 

концентрацији од 3µM (р<0,05, графикон 6). Затим, при вишим концентрацијама 10µM, 

30µM и 100µM је детектован статистички значајан антипролиферативни ефекат (р<0,05, 

графикон 6). Када говоримо о нижим концентрацијама 0,1µM,  0,3µM, 1µM није 

детектован статистички значајан антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 5).  

Наше истраживање је јасно демонстрирало да након третмана оксалиплатином и 

72-часовне култивације фибробласта долази до статистички значајне 

антипролиферативне активности при концентрацији од 3µM (р<0,05, графикон 6). При 

вишим концентрацијама 10µM, 30µM и 100µM такође је детектована статистички 

значајна антипролиферативна активност (р<0,05, графикон 6). Са друге после третмана 

МRC-5 ћелија концентрацијама 0,1µM,  0,3µM, 1µM изостао је статистички значајан 

антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 6).  

Цисплатин и оксалиплатин се користе у лечењу многих врста карцинома, али се 

током терапије овим цитостатицима примећује повећана резистенција туморских ћелија. 

Стога је модификација различитих хемијских група и синтеза нових једињења која 

садрже друге прелазне метале као што је паладијум једно од могућих решења за 

превазилажење овог проблема. Комплекси паладијума се тренутно користе у лечењу 

рака простате и хороидалних метастаза, између осталог (68). Наши комплекси 

паладијума Pd1 и Pd2 су показали одлична антиканцерогена својства, упоредива са 

цисплатином и оксалиплатином, али је њихов ефекат на фибробластe био знатно 

повољнији, тј. имали су мали ефекат на немалигне ћелије што може указивати на 

потенцијално мање нежељених ефеката ових комплекса (Табеле 1 и 2). 
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Графикон 6. Утицај различитих концентрација једињења паладијума, цисплатине, 

оксалиплатине на вијабилност MRC-5  ћелија након 24 часа у условима in vitro. *p<0,05 

Наши новосинтетисани комплекси паладијума(II) Pd1 и Pd2 су означени плаво, односно 

црвено обојеном линијом, цисплатина (CisPt) је представљена зеленом и оксалиплатина 

(OxPt) љубичастом бојом.  
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Табела 1. IC50 вредности наших новосинтетисаних комплекса паладијума(II) Pd1 и Pd2, 

цисплатине (CisPt) и оксалиплатине (OxPt) на SCC-4 и МRC-5 ћелијама. 

 

 

 
Индекс 

селективности 
IC50MRC-5/IC50 

Pd1 Pd2 CisPt OxPt 

SCC-4 12.593 10.725 3.513 4.048 

 

Табела 2. Индекс селективности комплекса Pd1 и Pd2, цисплатине (CisPt) и 

оксалиплатине (OxPt) након 72 сата третмана SCC-4 ћелија.   
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4.3. ЈЕДИЊЕЊА ПАЛДИЈУМА АКТИВИРАЈУ ПРОЦЕС ПРОГРАМИРАНЕ 

ЋЕЛИЈСКЕ СМРТИ ЋЕЛИЈА СКВАМОЦЕЛУЛАРНОГ КАРЦИНОМА ЈЕЗИКА, 

SCC-4 

 

На основу претходно обрађених резултата, наша студија је јасно демонстрирала 

да два синтетисана једињења обележена као Pd1 и Pd2 показују јак антипролиферативни 

ефекат на малигне ћелије SCC-4. Такође, применом МТТ теста синтетисани комплекси 

су демонстрирали умерен антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене 

фибробласте. Стога, следећи корак у нашем истраживању обухвата  тестирање којим 

доминантним типом ћелијске смрти долази до промене вијабилности (смањења) 

малигних SCC-4 ћелија. Ћелије сквамоцелуларног кацинома језика третиране су 

пртходно израчунатим IC50 вредностима. Затим је помоћу Annexin V/7AAD методе 

прецизно детектован тип ћелијске смрти малигних ћелија. 

Малигно измењене SCC-4 ћелије су третиране IC50 концентрацијом, даље су 

након 24-часовне култивације бојене претходно поменутом методом. Контролна 

популација SCC-4 ћелија није третирана синтетисаним једињењима. Тачан проценат 

апоптотских ћелија детектован је FACS aнализом. 

Највећи проценат нетретираних малигно измењених SCC-4 ћелија чиниле су 

вијабилне ћелије, и вредност је износила 92%. Затим 7% SCC-4 ћелија детектовано је у 

апоптотичном стадијуму, активирана је рана и касна апоптоза. Само 1% SCC-4 ћелија 

детектован је у стадијуму некрозе. Пошто се ради о контроли, нетретираној ћелијској 

популацији, очекивали смо детекцију у највећем процентун вијабилних ћелија.  

Наше истраживање је јасно демонстрирало да након третмана Pd1 комплексом 

долази до снажног антипролиферативног ефекта активацијом процеса програмиране 

ћелијске смрти SCC-4 ћелија. Прецизније, при концентрацији од 17.4µМ код око 35% од 

укупног броја ћелија активиран је процес ране апоптозе. Такође, код око 10% од укупног 

броја малигних ћелија активиран је процес касне апоптозе. Можемо закључити да је око 

половина од укупне ћелијске популације активирала процес програмиране ћелијске 

смрти. Активирање процеса некрозе детектовано је код око 5% третираних SCC-4 ћелија. 

Стога, јасно је да је једињење Pd1 показало снажан антипролиферативни ефекат 

индуковањем процеса апоптозе (графикон 7).  

Након третмана SCC-4 ћелија Pd2 комплексом након култивације од 24 часа 

проценат детектованих вијабилних ћелија је износио 57%. Затим, 25% је детектовано у 

раној апоптотичној фази, док је око 10% ћелија детектовано у касној апоптотској фази. 

Процес некрозе активирало је око 8% тестираних SCC-4 ћелија. Можемо извести јасан 

закључак да је Pd2 једињење показало снажан антипролиферативни ефекат на малигне 

ћелије активацијом ране апоптозе (графикон 7). 
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Графикон 7. Проценат детектованих вијабилних, апоптотичних и некротичних ћелија. 

Проточна цитометријска анализа ћелија SCC-4 обојених Annexin V/PI. Тачкасти 

графикони представљају проценат вијабилних (доњи леви квадрант), раних 

апоптотичких (доњи десни квадрант), касних апоптотичких (горњи десни квадрант) и 

некротичних (горњи леви квадрант) ћелија код нетретираних (контрола) и третираних 

(IC50 Pd1 и Pd2) SCC-4 ћелијa. Резултати су представљени као репрезентативни 

графикони густине (dot-plot дијаграми) Annexin V/PI и PI бојења (А) и 2D стубичастих 

графикона (Б) са просечним вредностима вијабилних (В), раних апоптотичких (РА), 

касних апоптотичких (КА) и некротичних (Н) ћелија из три независна експеримента.  
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4.4. ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА ИНДУКУЈУ ЗАСТОЈ ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА 

SCC-4 ЋЕЛИЈА 

 

 Снажан антипролиферативни ефекат на туморске ћелије се може достићи на више 

начина. Један начин обухвата активацију унутрашњег или спољашњег апоптотског пута, 

док се снажни антипролиферативни ефекат такође може постићи индукцијом застоја 

ћелијског циклуса у различитим фазама. Након што је демонстрирано да Pd1 и Pd2 

једињења показују снажан антипролиферативни ефекат на SCC-4 ћелије индукцијом 

процеса ране и касне апоптозе, следећи задатак наше студије је обухватио утицај 

поменутих комплекса на ћелијски циклус. Тестирана ћелијска линија је третирана 

претходно израчунатим IC50 вредностима након 24-часовне култивације. Заправо у 

нашем истраживању је рађена детекција SCC-4 ћелија које се различитим фазама 

циклуса, бојењем пропидијум јодидом.  

 Контролна ћелијска популације није третирана Pd1 и Pd2 комплексима, а након 

24-часовне култивације 67% ћелија детектовано је у G0/G1 фази. Затим 30% SCC-4  ћелија 

је детектовано у G2/M фази ћелијског развоја. Мали проценат ћелија (3%) детектован у S 

фази ћелијског циклуса (графикон 8).  

 Након третирања Pd1 једињењем око 54% ћелија детектовано је у G0/G1 фази. 

Даље, око 22% обојених малигних ћелија налазило се у G2/M фази ћелијског циклуса, 

док је око 24% детектовано у S фази. Претходно поменуте бројке нам указују да је у 

односу на контролну ћелијску популацију највећи скок процента детектованих ћелија 

био у S фази. Прецизније, можемо рећи да антипролиферативни ефекат комплекса Pd1 

се заснива на активацији ране апоптозе и индукцији застоја ћелијског циклуса (графикон 

8). 

 Применом комплекса Pd2 након 24-часовне култивације  детектиовано је 50% 

ћлија у G0/G1 фази. У S-фази ћелијског циклуса детектовано је 21% SCC-4 ћелија. На 

крају, детектовани проценат канцерских ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса је износио 

29%. Претходно наведене чињенице нам јасно указују да је третманом Pd2 једињења 

детектован застој у S-фази ћелијског циклуса у поређењу са контролном ћелијском 

популацијом. Такође, можемо рећи да снажан антипролиферативни ефекат Pd2 комплекс 

има захваљујући активацији ране и касне апоптозе и индукцији застоја ћелијског циклуса 

(графикон 8).  
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Графикон 8. Детекција и проценат ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса. 

Ефекти комплекса Pd1 и Pd2 на дистрибуцију ћелијског циклуса SCC-4 ћелија. 

Резултати су представљени као репрезентативни дијаграми PI бојења (А) и 2D 

стубичастих графикона (Б) са просечним вредностима ћелија у G0/G1 (плава), S 

(зелена) и G2/М (црвена) фази ћелијског циклуса из три независна експеримента.  
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4.5. ТЕСТИРАНА ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА АКТИВИРАЈУ 

МИТОХОДРИЈАЛНИ АПОПТОТСКИ СИГНАЛНИ  ПУТ 

 

Активација апоптозе може се постићи преко два сигнална пута, пут посредован 

рецептором (спољашњи пут) и митохондријални пут (унутрашњи).  

За покретање спољашњег апоптотског пута неопходно је везивање одговарајућег 

лиганда за „рецептор смрти“. Након тога следе каскадне реакције и активација 

егзекуторских каспаза.  

 Приликом активирања митохондријалног пута долази до промена концентрације 

и односа проапоптотских и антиапоптотских молекула. Прецизније, кључни корак у 

активацији унутрашњег митохондријаног пута чини раст концентрације Bax протеина. 

Проапоптотски Bax протеини мигрирају из цитосола у спољашњу митохондријалну 

мембрану, при чему се формирају поре и долази до отпуштања митохондријалног 

садржаја. Долази до изласка цитохрома c у цитосол, услед тога се активира капсаза-3. 

Апоптотични ,,остаци“ бивају фагоцитовани од стране макрофага. 

 Након што је наша студија демонстрирала да једињења паладијума Pd1 и Pd2 

индукују процесе ране и касне апоптозе, следећи корак је обухватио испитивање 

молекуларних механизама који учествују у активацији програмиране ћелијске смрти.  

Тестиран је ефекат паладијум једињења након 24-часовне култивације на концентрацију 

протеина Bax, Bcl-2 и каспазе-3. Детекцијом MFI (енг. mean fluorescence intensity) 

одредили смо тачну концентрацију претходно поменутих протеина, такође детектован је 

проценат SCC-4 ћелија које су емитовале флуоресценцију (графикон 9). 

 Обрађени резултати у нашој студији показују да тестирана паладијум једињења 

Pd1 и Pd2 активирају митохондријални апоптотски пут. Заправо, Pd1 и Pd2 комплекси 

активирају унутрашњи сигнални пут статистички значајним повећањем MFI за Bax 

протеин у поређењу са контролном ћелијском групом (графикон 14).  Код нетретираних 

SCC-4 ћелија, контрола, вредност MFI за Bax протеин је износила 146. Са друге стране 

код третираних малигних ћелија  MFI за Bax протеин је износио 268 (за комплекс Pd1) и 

213 (за комплекс Pd2).   

  Код тестиране контролне SCC-4 популације ћелија MFI вредност за 

антиапоптотски Bcl-2 протеин је износила 189, док је код третираних ћелија вредности 

MFI су износиле 27 (комплекс Pd1) и 68 (комплекс Pd2). Дакле, закључак је да код 

третираних малигних ћелија долази до статистички сигнификантног пада концентрације 

антиапоптотског Bcl-2 молекула у односу на нетретирану контролну популацију 

(графикон 9).  

 Резултати нашег истраживања су јасно демонстрирали да је у основи након 

третмана комплексима палдијума (Pd1 и Pd2) дошло пада односа Bcl-2/Bax протеина, 

чиме се стварају услови за активацију митоходнријалног пута апоптозе. Из тог разлога, 

наш следећи корак је обухватио детекцију агзекуторске каспазе-3. Након третирања SCC-

4 ћелија са Pd1 и Pd2 комплексима детектован је скок концентрације егзекуторске 

каспазе-3 у компарацији са контролном популацијом ћелија (графикон 9).  
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  Графикон 9. Ефекат једињења паладијума на концентрацију и активацију 

протеина апоптозе код ћелија сквамоцелуларног карцинома језика, SCC-4. Ефекти 

комплекса Pd1 и Pd2 на ћелијску концентрацију проапоптотичког протеина активни-bax, 

антиапоптотичког протеина bcl-2 и проценат SCC-4 ћелија које показују активну 

каспазу-3. Резултати су представљени као репрезентативни дијаграми проточне 

цитометрије (А) и табела (Б) са средњим вредностима просечног интензитета 

флуоресценције (MFI) за активни-bax и bcl-2, и процентом ћелија са активном каспазом-

3 из три независна експеримента.  
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5. ДИСКУСИЈА 
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 Развој канцерогенезе је веома сложен процес и обухвата више стадијума кроз које 

пролази малигно трансформисана ћелија. Тумори су након кардиоваскуларних болести 

водећи узрок смрти и представљају велики здравствени проблем. Повећана стопа 

смртности код оболелих од карцинома је узрокована одсуством раних симптома као и 

касно постављеном дијагнозом (2, 4).  

У циљу успешног излечења и превенције неопходно је детаљно разумевање 

процеса канцерогенезе.  

Малигнитети имају могућност развија у  сваком органу. Сам процес развоја 

малигнитета веома је сложен и најчешће је узрок оштећење ДНК молекула, што доводи 

до убрзане пролиферације и малигне траснформације. Саме промене које настају услед 

оштећења молекула ДНК називамо мутације. Такође, малигна трансформација се може 

развити услед појачане активације гена задужених за активацију ћелијске деобе као и 

услед инактивације гена чија је улога у инхибицији раста ћелије (246). 

 Метаболизам малигно трансформисаних ћелија је различит у односу на 

метаболичке путеве малигно неизмењених ћелија. Повећана је синтеза ДНК молекула, 

услед повећане пролиферације канцерских ћелија. Такође, долази до повећане синтезе 

структурних протеина, протеолитичких ензима и протеинских рецептора (7). 

 Осим јасно дефинсаних и детектованих промена у експресији гена канцерских 

ћелија, такође постоје и промене у самом метаболизму. Процес анаеробне гликозе има 

есенцијалну улогу у развоју малигнитета, стога јасно је да постоји повећан степен 

активности ензима који учествују у овом биохемијском процесу. Кисела средина 

присутна у канцерским ћелијама води порекло од лактата који је заправо производ 

процеса анеробне гликолизе (86). 

 Такође, постоји разлика у структури митохондрија и ћелијске мембране између 

канцерске и малигно неизмењене ћелије. Транспорт угљених хидрата и јона је повећан 

због самих енергетских потреба канцерских ћелија. Разлике у структури као и у 

транспорту доприносе убрзаној пролиферацији туморских ћелија (7).  

Смањена атхезивност туморских ћелија омогућава да дође до појава метастаза. 

Прецизније ћелије могу да одвоје и да стварају секундарне депозите у  удаљеним 

ткивима. Тиме малигне ћелије могу бити узрок оштећења удаљених ткива при чему може 

доћи и до нарушавања физиолошке функције (247).  

Терапијски приступ у лечењу малигнитета је веома сложен и обухвата хирушка 

ексцизију, зрачење и хемиотерапију. Такође, постоји могућност комбиновања претходно 

наведених терапијских мера. Основ за потпуно излечење је заправо рано 

дијагностиковање и адекватана терапијска мера (2, 4).  
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Процес програмиране ћелијске смрти има есенцијалну улогу у развоју 

малигнитета. Овај веома сложени процес може се активирати митохондријалним или 

спољашњим путем. Након што је процес апоптозе активиран у серији каскадних реакција 

долази до формирања структура које називамо апоптотска телашаца. Приликом одвијања 

процеса апоптозе не долази до повећаног стварања цитокина, заправо не долази до 

активације инфламаторног процеса (248).  

 Како би дошло до активације спољашњег пута неопходно је везивање 

одговарајућег лиганда за рецептор смрти. Након серије каскадних реакција долази до 

активације ефекторске каспазе-3 и фомрирања апоптозома. Унутрашњи апоптотски пут 

настаје услед промена (оштећења) у структури ДНК молекула, оштећења ћелијских 

органела. Приликом активације овог пута долази до губитка трансмембранског 

потенцијала митохондрија и транслокације цитохорма c у цитоплазму. Након тога долази 

до активације каспазе-3 и фомрирања апоптозома. Од есенцијалног значаја за 

одигравање процеса апоптозе је присуство протеина који регулишу апоптозу, протеини 

Bcl-2 суперфамилије. Малигно траснформисане ћелије имају могућност инхибиције 

апоптозе, чиме је омогућен повећан степен пролиферације и активни развој канцерогензе 

(93).  

 Код малигно неизмењених ћелија процес ћелијске деобе је строго контролисан и 

подељен је у више активних циклуса: G1, S, G2  и M. Уколико доће до оштећења ДНК 

молекула ћелијски циклус је стопиран, све у циљу репарације и могућности наставка. У 

случају већег оштећења сама ћелија активира унутрашњи митохондријални пут. Сматра 

се да у процесу канцерогензе осим поремећаја у процесу апоптозе, долази и до 

поремећаја у самом одвијању ћелијског циклуса, што заправо даје могућност канцерским 

ћелијама да имају повећан степен пролиферације (193).  

 Савремена терапија антиканцерским лековима је показала снажан 

антипролиферативни ефекат индукцијом застоја у различитим фазама ћелијског циклуса. 

Међутим, кључни недостатак хемиотерапеутика је неселективност, при чему лекови 

показују снажан антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене ћелије. Поред тога, 

услед дуготрајне примене ових лекова може се јавити резистенција, при чему малигна 

ћелија развија механизме ,,одбране“ од хемиотерапеутика. Јасно је да претходно 

поменути недостаци антитуморске терапије воде ка појави веома озбиљних нежељених 

ефеката (2, 4).   

 Синтеза нових потенцијалних хемиотерапеутика тежи да превазиђе недостатке 

као што су неселективност и резистенција, што је заправо есенцијално у терапијском 

приступу малигнитета.  
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Први корак у испитивању антипролиферативног ефекта потенцијалних 

хемиотерапеутика је заправо тестирање цитотксичности МТТ тестом.  

У нашем истраживању  тестиран је антипролиферативни ефекат два синтетисана 

Pd(II) комплекса обележених као Pd1 и Pd2 на ћелије сквамоцелуларног карцинома 

језика SCC-4.  

Наше истраживање је показало да након апликовања Pd1 и Pd2 долази до пада 

вијабилности тестираних малигних ћелија SCC-4. Прецизније, смањење вијабилности 

SCC-4 је јасно детектовано у три временска периода 24, 48 и 72 часа in vitro. Након 24h 

инкубације, комплекс Pd1 је показао најснажнији антипролиферативни ефекат при чему 

је  израчуната IC50 вредност износила 17,4µМ. Такође, комплекс обележен као Pd2 

показао је умерен антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије након 24h 

инкубације, при чему је добијена  IC50 вредност износила 38,2µМ. Израчунте IC50 

вредности за цисплатину и оксалиплатину након 24h инкубације су износиле 36µМ и 

35µМ. Можемо закључити да су оба хемиотерапеутика показала умерен 

антипролиферативни ефекат после 24h инкубације.  

Након 48h инкубације једињења Pd1 и Pd2 су демоснтрирала веома снажан 

антипролиферативни ефекат на SCC-4 канцерске ћелије. Прецизније, израчуната IC50 

вредност за Pd1 једињење након 48h инкубације је износила 6µМ. Затим, израчуната IC50 

концентрација за Pd2 је износила 10µМ. Контролни лек, цисплатина је такође 

демонстрирао снажан антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије, при чему IC50 

вредност износила 8µМ. Затим, након 48h инкубације IC50 вредност за оксалиплатину је 

износила 7µМ, чиме је и овај контролни лек демонстрирао снажан антипролиферативни 

ефекат.  

Сва четири тестирана једињења су показала снажно антипролиферативно дејство 

након 72 часа на малигне ћелије сквамоцелуларног карцинома језика. Прецизније 

добијена IC50 вредност за комплекс обележен као Pd1 је износила 5µМ. Затим, добијена 

IC50 концентрација за Pd2 једињење је износила 6µМ. Такође, добијене IC50 вредности за 

цисплатину и оксалиплатину су износиле 7µМ и 6µМ.  

Према јасно добијеним IC50 вредностима тестираних једињења можемо са 

сигурношћу рећи да је са повећањем инкубационог периода демонстриран и снажнији 

антипролиферативни ефекат. Уколико поледамо детаљно добијене IC50 вредности 

можемо закључити да је комплекс Pd1 демонстрирао најснажнији антипролиферативни 

ефекат. Прецизније, ово тестирано једињење је имало мање IC50 вредности у односу на 

преостала три тестирана једињења. Једињења обележена као Pd2 и оксалиплатина су 

испољила снажнији антипролиферативни ефекат од цисплатине. Међутим, јасно је 

показано да сва четири тестирана једињења испољавају снажан антипролиферативни 

ефекат на ћелије сквамоцелуларног карцинома језика.  

Следећи корак у тестирању потенцијалних антитуморских лекова је испитивање 

антипролиферативног ефекта тестираних једињења на малигно незмењене ћелије, а све 

у циљу јасног дефинисања степена селективности.  
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Наша студија је испитивала антипролиферативни ефекат једињења паладијума 

Pd1 и Pd2 на ћелије фибробласта MRC-5. Након 24 часа инкубације израчуната IC50 

вредност за Pd1 једињење је износила 184µМ, чиме је тестирани комплекс демонстрирао 

веома слаб антипролиферативни ефекат на фибробласте. Даље, комплекс Pd2 је такође 

демонстрирао веома слаб антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене ћелије 

при чему је IC50 вредност износила 151µМ. Лекови цисплатина и оксалиплатина су 

показалали веома слаб антипролиферативни ефекат након 24 часа инкубације добијене 

IC50 вредноси су износиле 108µМ и 102µМ. 

Након 48 часова инкубације оба тестирана једињења су демонстрирала веома слаб 

антипролиферативни ефекат на MRC-5 ћелије. Добијена IC50 концентрација за једињење 

обележено као Pd1 је износила 87µМ, док је израчуната IC50 вредност за Pd2 комплекс 

износила 74µМ. Контролни лекови, цисплатина и окслалиплатина су показали умерен 

антипролиферативни ефекат на фибробласте, при чему су израчунате IC50 вредности 

износиле 46µМ и 34µМ.  

Тестирана једињења паладијума су демонстрирала изузетно слаб  

антирполиферативни ефекат на фибробласте  након 72h инкубације. Израчуната IC50 

концентрација за Pd1 једињење је износила 68µМ, док је добијена IC50 вредност за Pd2 

једињење износила 78µМ. Даље, ципслатина и оксалиплатина су показали умерен 

антипролиферативни ефекат на MRC-5 ћелије наон 72h инкубације, при чему су добијене 

IC50 вредности износиле 27µМ и 25µМ.  

Ако погледамо претходно поменуте IC50 вредности можемо јасно утврдити да 

тестирана једињења паладијума показују значајан степен селективности у сва три 

врменска интервала. За разлику од Pd1 и Pd2 једињења, контролни лекови (цисплатина 

и оксалиплатина) су демонстрирали снажнији антипролиферативни ефекат у односу на 

тестирана једињења паладијума.   

Комплекси метала представљају будућност антиканцерске терапије због својих  

хемијских особина. У различитим in vitro тестирањима једињења цинка, рутенијума, 

злата, бакра су демонстрирала веома снажан антипролиферативни ефекат на великом 

броју различитих малигних ћелијских линија (249). Такође, поједини комплекси 

рутенијума су ушли у клиничка испитивања и демонстрирали висок степен 

селективности (250). Једињења паладијума су се веома добро показала у истраживањима 

in vitro. Демонстриран је висок степен селеkтивност као и снажан антиканцерски ефекат 

(239).  

Истраживање публиковано од стране Juribasic и сарадника демонстрирало је да 

паладијум једињења показају снажан антипролиферативни ефекат на четири канцерске 

ћелије, карцином колона SW 620 и HCT 116, карцином плућа H 460, карцином дојке MCF-

7, T-лимфобластна леукемија MOLT4. Израчунате IC50 вредности ове студије су износиле 

од 5µМ до 15µМ, при чему антипролиферативни ефекат паладијум једињења није 

тестиран на малигно неизмењене ћелије (240). Такође, наша студија је јасно 

демонстрирала снажан антипролиферативни ефекат на канцерској ћелијској линији, са 

сличним IC50 вредностима, 5µМ и 6µМ . Иако студије нису рађене на истим ћелијским 

линијама, можемо закључити да наши паладијум комплекси показују сличан биолошки 

ефекат као и једињења синтетисана од стране  Јурибашић и сарадника.  
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Када говоримо о једињењима паладијума, истраживање спроведено од стране 

Simic и сарадника је демонстрирало да комплески имају веома јак антипролиферативни 

ефекат на ћелије карцинома простате. Добијене IC50 вредности ове студије су износиле 

између 6µМ и 17µМ. Даље, једињења су показала изузетно висок степен селекције 

(изузетно слабо антиканцерско дејство на фибробласте), при чему су IC50 вредности 

износиле између 152µМ и 200µМ. Тестирани су и одговарајући лиганди који су показали 

изузетно слаб антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелије, чиме је доказана важност 

присуства метала Pd (239). У поређењу са нашом студијом можемо рећи да je сличан 

антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије показан од стране Pd1 и Pd2 једињења, 

мада важно је напоменути да наше истраживање није спроведено на истим ћелијским 

линијама. Такође, у нашој студији нису тестирани одговарајући лиганди. Слично, и у 

нашем истраживању је показан умерен антирполиферативни ефекат на фибробласте 

чиме смо доказали селективност тестираних једињења.  

Већина синтетисаних једињења паладијума од стране Pruchnik и сарадника су 

показала умерен антипролиферативни ефекат на ћелије малигног меланома SK-mel, SH-

4, Colo-829, C-32 и ћелије карцинома дојке MCF7, T-47D и MDA-MB-231. Добијене IC50 

вредности ове студије су износиле од 8µМ до 190µМ. Такође у овом истраживању није 

тестиран антипролиферативни ефекат једињења паладијума на малигно неизмењене 

ћелије (241). За разлику од претходно поменуте студије, у нашем истраживању једињења 

паладијума Pd1 и Pd2 су демонстрирала знатно снажнији антипролиферативни ефекат 

на малигне ћелије, али треба напоменути да није рађена in vitro студија на истим 

ћелијским линијама. Такође, наша студија је обухватила тестирање паладијум једињења 

на малигно неизмењене ћелије.  

Серија синтетисаних паладијум једињења од стране Li и сарадника демострирала 

су јако антипролиферативно дејство на три канцерске ћелијске линије, карцином дојке 

MCF-7, карцином плућа A549 и карцином цервикса HeLa. Израчунате IC50 вредности су 

износиле од 1µМ до 37µМ (242). Ипак, студија није обухватила тестирање серије 

комплекса на малигно неизмењене ћелије. Можемо рећи да су веома сличан 

антипролиферативни ефекат показала и наша тестирана једињења, при чему је наша 

студија обухватила и тестирање биолошке активности комплекса на фибробласте.  

Публикован рад од стране Joksimovic и сарадника обухватио је тестирање 

једињења паладијума на две малигне ћелијске линије, карцином дојке MDA-MB-231 и 

карцнином цервикса HeLa. Показан је снажан антирполиферативни ефекат, што је слично 

показано и у нашој студији, али истраживања нису спроведена на истим ћелијским линијама. 

Такође у студији Joksimovic и сарадника показан је висок степен селективности 

тестираних једињења, при чему је демонстриран изузетно слабо антипролиферативно 

дејство на фибробласте што је у корелацији са нашом студијом (243).  

Студија спроведена од стране Kharat и сарадника је демострирало да три 

комплекса показују умерено антипролиферативно дејство на ћелије карцинома дојке 

MCF-7, MC4L2 и 4 T1. Добијене IC50 вредности ове студије су износиле између 20µМ и 

100µМ, при чему су IC50 вредности наше студије добијене у нашој студији нешто ниже 

и износе 6µМ и 7µМ (251). Можемо закључити да су наша синтетисана једињења 

испољила нешто јачи антитуморски ефекат, али комплески нису тестирани на истим 

ћелијским линијама. Такође, за разлику од претходно поменутог истраживања у наше 

истраживање је обухватило антипролиферативни ефекат на фибробласте.  

Студија спроведена од стране Svoboda и сарадника је обухватило тестирање три 

паладијум једињења на ћелијске линије RAW, HeLa, HOC и HL-60. Сва три једињења су 
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демонстрирала веома снажан антирполиферативни ефекат на малигно измењене ћелије, 

при чему су IC50 вредности су износиле од 1µМ до 40µМ. Такође, тестиран је 

цитотоксични ефекат једињења паладијума на здраве фибробласте, при чему су добијене 

су IC50 вредности износиле од 5µМ до 16µМ (252). Ове вредности нам јасно указују да 

три синтетисана комплекса паладијума испољавају снажан антипролиферативни ефекат 

и на фибробласте, чиме је јасно демонстрирана неселективност. За разлику од претходно 

поменуте студије, у нашем истраживању комплекси паладијума обележени као Pd1 и Pd2 

показују већи степен селективности, односно знатно мањи антирполиферативни ефекат 

на контролне, малигно неизмењене ћелије.  

Студија Omondi и сарадника је тестирала четири једињења паладијума на 

канцерске ћелијске линије HeLa и MRC5-SV2 (253). Такође, у циљу испитивања степена 

селективности биолошка активност комплекса је тестирана и на фибробластима, MRC-5. 

У овом истраживању једињења паладијума су испољила снажно антипролиферативно 

дејство како на канцерске ћелије тако и на малигно неизмењене ћелије. Наша 

синтетисана једињења паладијума су демострирала знатно већи степен селективности од 

комплекса синтетисаних у претходној студији.   

Потенцијални хемиотерапеутци, једињења метала тестирана у in vitro условима 

могу имати снажан антипролиферативни ефекат захваљујући активацији процеса 

апоптозе. Такође, велика већина цитостатика који се клинички примењују у терапији 

малигнитета спречавају убрзану пролиферацију канцерских ћелија активирањем 

програмиране ћелијске смрти. Међутим, уколико малигна ћелија успе да ,,избегне“ 

активирање процеса апоптозе то је најчешће узрокује појаву резистенције на лек.   

Тестирано једињење у нашој студији обележено као Pd1 је демонстрирало снажан 

антирполиферативни ефекат на SCC-4 ћелије, при чему је детектовано око 35% ћелија у 

фази ране апоптозе. Затим 10% се налазило у касној апоптози док се само 5% ћелија 

налазило у фази некрозе. 

Једињење паладијума које смо обележили као Pd2 je демонстрирало снажан 

антипролиферативни ефекат SCC-4 ћелија и детектовано 25% ћелија у фази ране 

апоптозе, 10% је детектовано у касној фази програмиране ћелијске смрти. Само 8% од  

тестираних малигних ћелија је детектовано у некрози.   

Слично нашим резултатима, студија спроведена од стране Simica и сарадника је 

јасно демонстрирала да пет синтетисаних паладијум једињења показују 

антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелије активацијом процеса програмиране ћелијске 

смрти. Прецизније око 50% PC-3 ћелија је детектовано у раној апоптози. Антутуморски 

ефекат је такође тестиран на DU-145 ћелије, а највећи проценат ћелија детектован је у 

раној апоптози (239). 

Паладијум једињења тестирана од стране Valentini и сарадника су такође 

испољила антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома простате LnCaP, PC3, and 

DU145 (254). Снажан антиканцерски ефекат је постигнут покретањем процеса апоптозе, 

што је у корелацији са нашим истраживањем.  

 

Можемо закључити да једињења паладијума могу активирати процес апоптозе и 

на тај начин испољити антипролиферативни ефекат на разне канцерске ћелијске линије.  
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Антипролиферативни ефекат потенцијалних хемиотерапеутика тестираних у in 

vitro може се индуковати на два начина, активирањем апоптотичног пута и застојем у 

ћелијском циклусу.  

Након тестирања једињење обележено као Pd1 индуковало је застој ћелијског 

циклуса канцерских ћелија у S фази, при чему се активирао процес апоптозе. Такође, 

можемо рећи да је и комплекс паладијума Pd1 индуковао застој у S фази ћелијског 

циклуса SCC-4 ћелија.  

Истраживање Simic и сарадника је демонстрирало да једињења паладијума могу 

индуковати застој у ћелијском циклусу, G0/G1, S и G2. Јасно је да ови резултати нису у 

корелацији са нашим добијеним резултатима (239).  

          За разлику од нашег истраживања,  студија спроведена од стране Bjelogrlić и 

сарадника је демонстрирала да тестирана паладијум једињења доводе до застоја у G0/G1 

фази ћелијског циклуса (255). 

Резултати Li и сарадника су у корелацији са резултатима наше студије, тестирана 

једињења паладијума су индуковала застој у S фази ћелијсог циклуса (242).  

Из свега претходно наведеног можемо рећи да комплески паладијума могу 

индуковати застој у свим фазама ћелијског циклуса при чему се покреће и активира 

апоптотични процес.  

Есенцијалну, регулаторну улогу каскадној активацији процеса програмиране 

ћелијске смрти имају регулаторни протеини проапоптотски и антиапоптотски, од чије 

концентрације директно зависи да ли ће доћи до апоптозе или ћелијске пролиферације. 

Многи биолошки активни комплекси који у својој структури имају метал могу повећати 

унутар малигне ћелије концентрацију проапоптотског Bax протеина и истоврмено 

смањити концентрацију антиапоптског Bcl-2. Јасно је да све ово за последицу има 

поремећај односа концентрације Bcl-2/Bax протеина, што резултује активирањем 

митохондријалног пута. Кључну улогу у митохондријалном путу има егзекуторска 

каспаза-3 (239).  

У нашој студији је детектован значајан пораст концентрације проапоптотског 

протеина Bax код ћелија сквамоцелуларног каринома језика SCC-4 након третмана 

малигних ћелија Pd1 комплексом. Насупрот томе, јасно је детектован пад концентрације 

антиапоптотског Bcl-2 протеина. Стога, условљено је смањење односа Bcl-2/Bax 

протеина и активација митохондријалног пута. Да је дошло до активације 

миохондријалног пута демонстрира нам детектована повећана концентрација 

егзекуторске каспазе-3.  

Такође, након третмана SCC-4 Pd2 комплексом дошло је до пораста експресије 

Bax протеина као и значајног смањења експресије Bcl-2 протеина. Јасно је да и тестирано 

Pd2 једињење узрокује пад односа Bcl-2/Bax протеина и активацију унутрашњег 

апоптотичног пута. Услед смањеног односа Bcl-2/Bax протеина дошло је и до детекције, 

пораста концентрације каспазе-3.  

   

 

Студије које су се бавиле антитуморским активностима паладијум комплекса 

такође су показале да је у основи антипролиферативне активности заправо поремећај 
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односа Bcl-2/Bax, активација митохондријалног пута. Поред тога, детектована је и 

повећана концентрација реактивних кисеоничних врста код тестираних малигних ћелија 

(239). 

На основу свега претходно поменутог можемо рећи да су једињења Pd1 и Pd2 

демонстрирала веома снажан антирполиферативни ефекат индукујући ћелијски застој 

при чему је дошло  до активације митохондријалног пута апоптозе SCC-4  ћелија. Поред 

тога, цитотоксични ефекат је био значајно слабији на фибробластима.   
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6.1. ГЛАВНИ ЗАКЉУЧАК 

 

 Резултати нашестудије су демонстрирали да синтетисани комплекси паладијума, 

Pd1 и Pd2 делују цитотоксично на ћелије сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4, а 

имају слабо цитотоксично дејство на испитиваној контролној популацији, фибробласти. 

Доказано је и да ови комплекси умањују вијабилност канцерских ћелија покретањем 

апоптозе, као доминантним типом ћелијске смрти који настаје услед њиховог дејства, 

чиме селективно и локализовано делују искључиво на малигно измењене ћелије. Поред 

тога, Pd1 и Pd2 утичу на релативни однос проапоптотичног протеина bax и 

антиапоптотичног bcl-2 протеина код тестираних ћелија сквамоцелуларног карцинома 

језика SCC-4 тако што повећавају проценат активног проапоптотичног протеина bax и 

смањују количину антиапоптотичног протеина bcl-2. Закључак је да ови комплекси 

индукују апоптозу активацијом унутрашњег, односно митохондријалног пута апоптозе. 

Такође, Pd1 и Pd2 повећавају процентуално број ћелија које емитују флуоресценцу на 

каспазу-3 што значи да је апоптоза туморских ћелија која се индукује њиховим дејством 

последица активности каскаде каспаза. На тај начин, наши новосинтетисани комплекси 

паладијума(II), Pd1 и Pd2 директно смањују бројност туморских ћелија. 

 Поред наведеног, показано је и да ови комплекси заустављају ћелијски циклус 

туморских ћелија хуманог сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4 чиме се успорава 

пролиферација туморских ћелија, односно успорава даља прогресија тумора. Тиме, 

заустављањем ћелијског циклуса ћелија сквамоцелуларног карцинома, наши 

новосинтетисани комплекси паладијума(II), Pd1 и Pd2 могу и индиректно индуковати 

апоптозу. 

. 

 

6.2. ОСТАЛИ ЗАКЉУЧЦИ 

 

На основу спроведеног истраживања можемо да закључимо следеће:  

 

1. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 делују цитотоксично на ћелије 

сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4.  

2. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 имају слабо цитотоксично дејство 

на испитиване, малигно неизмењене ћелије MRC-5 (фибробласти).  

3. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 смањују вијабилност туморских 

ћелија тако што доминантно индукују процес програмиране ћелијске смрти, 

односно индукцијом апоптозе ћелија сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4. 

4. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 заустављају ћелијски циклус 

ћелија сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4. 

5. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 утичу на релативни однос 

проапоптотичног протеина bax и антиапоптотичног bcl-2 протеина код 

испитиваних ћелија сквамоцелуларног карцинома језика SCC-4 тако што 

повећавају проценат активног проапоптотичног протеина bax и смањују количину 

антиапоптотичног протеина bcl-2. 
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6. Новосинтетисани динуклеарни комплекси паладијума(II): Pd1 - ([Pd(diem)]2(µ-

pz))(ClO4)4 и Pd2 - ([Pd(diem)]2(µ-pydz))(ClO4)4 повећавају проценат ћелија које 

емитују флуоресценцу на активну каспазу-3. 
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