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САЖЕТАК 

Као прелазни метал паладијум има могућност да гради комплексна једињења, 
стога, синтетисан је велики број комплекса паладијума са различитим лигандима, а све 
у циљу испитивања антитуморског ефекта као и селективности потенцијалних 
хемиотерапеутика.  Оваква једињења су показала веома снажан антипролиферативни 
ефекат на различите канцерске ћелије.  

Стога циљ наше студије је дефинисање антипролиферативног дејства три 
синтетисана Pd(II) комплекса која смо обележили као Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 
(C30H28N2O4Pd) и Pd3(C34H30N4O2Pd) на ћелије DU-145- и PC-3 (ћелијске линије 
карцинома простате). Методе коришћене у нашој студији су МТТ тест, апоптотски 
тест, детекција ћелијске деобе применом PI бојења и анализа регулаторних молекула 
унутрашњег митохондријалног пута.  

Систематском анализом података студија је доказала да сва три Pd(II) једињења 
поседују снажан антипролиферативни ефекат на малигне ћелије простате. Са друге 
стране, наведна једињења показују веома слаб антипролиферативни ефекат на 
фибробласте. Смањење вијабилности тестираних канцерских ћелија од стране Pd(II) 
комплекса је условљено индукцијом ране апоптозе. Осим тога, тестирана једињењеа 
доводе и до застоја у ћелијском циклусу. Апоптоза је активирана митохондријалним 
путем при чему се унутар ћелије мења однос Bax/Bcl-2, што ће у даљој каскадној 
реакцији условити активацију акспазе 3. Тестирани комплески су демонстрирали осим 
антипролиферативног и антиметастатски ефекат.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Кључне речи: програмирана ћелијска смрт; канцерогенеза; једињења паладијума; 
карцином простате; ћелијска деоба. 

 
 

 
 
 

 



АBSTRACT 

As a transition metal, palladium can form complex compounds; therefore, a large 
number of palladium complexes with different ligands have been synthesized to test the 
antitumor effect and selectivity of potential chemotherapeutics. Such compounds have shown 
a powerful antiproliferative effect on various cancer cells. 

Therefore, our study aims to define the antiproliferative effect of three synthesized 
Pd(II) complexes, which we have designated as Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 (C30H28N2O4Pd), 
and Pd3(C34H30N4O2Pd) on DU-145 and PC-3 cells (prostate carcinoma cell lines). The 
methods used in our study are MTT assay, apoptosis assay, detection of cell division using PI 
staining, and analysis of regulatory molecules of the intrinsic mitochondrial pathway. 

By systematic analysis of the data, the study demonstrated that all three Pd(II) 
compounds have a strong antiproliferative effect on malignant prostate cells. On the other 
hand, the compounds show a very weak antiproliferative effect on fibroblasts. The reduction 
in the viability of the tested cancer cells by the Pd(II) complexes was due to the induction of 
early apoptosis. In addition, the tested compounds also led to cell cycle arrest. Apoptosis is 
activated by the mitochondrial pathway, whereby the Bax/Bcl-2 ratio changes within the cell, 
which, in a further cascade reaction, will cause the activation of caspase 3. The tested 
complexes demonstrated, in addition to the antiproliferative effect, an antimetastatic effect. 

 

 
 

 

 

 

 

 

Keywords: programmed cell death; carcinogenesis; palladium compounds; prostate cancer; 
cell division. 
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КАНЦЕРОГЕНЕЗА 
 Тумори обухватају скуп различитих болести где постоји јасна разлика у 
етиологији, метаболизму, клиничкој слици и начину лечења (1). На основу свог 
порекла малигнитете смо поделили на карциноме (потичу од епителних ткива), 
саркоме (потичу од мезенхимних ткива), леукемије и лимфоме и дискрзије плазма 
ћелија (потичу од хематопоетског ткива) (1, 2). Уколико изостане инвазија ткива  
неоплазма је бенигна (2). Оно што је заједничко за све врсте малигнтета је да настају 
од малигно наизмењених ћелија које се у процесу онкогензе конвертују у канцерске 
ћелије (1, 2). Главна карактеристика канцерогенезе је неконтролисана деоба ћелија која 
је праћена поремећајем процеса програмиране ћелијске смрти, услед чега долази до 
инвазије ткива и у даљем развоју до метастазирања (2, 3). Према томе малигно 
трансформисане ћелије немају адекватну контролу раста, а разлог томе је изостанак 
одговора на регулаторне механизме ћелијског раста и пролиферације (1-3). Услед саме 
инфилтрације канцера у околно ткиво може доћи до нарушавања структуре ткива као и 
губитка физиолошке функције (3, 4). Карактеристике малигно трансформисаних ћелија 
су аутономни и инфилтративни раст, недиференцираност и примитивна грађа, 
способност метастазирања и промењени метаболизам (3).  

 Кључну улогу у процесу малигне трансформације има генска мутација па 
можемо рећи да је у основи канцер генска болест (3, 5). Малигна ћелија настаје настаје 
услед акумулације многобројних оштећења при чему је превазиђен механизам 
,,поправке“. Прецизније, малигну трансформацију омогућава прекомерна активација 
гена чија је основна улога у промоцији ћелијске деобе као и иреверзибилни губитак 
функције гена који имају улогу у инхибицији ћелијског раста (5, 6). Такође, у 
узрочнике за развој малигнитета сврставамо различите врсте зрачења, хемијске 
канцерогене компоненте као и онкогене вирусе (3).  

ОНКОГЕНИ  
 Онкогени узрокују трансформацију нормалних ћелија у малигне ћелије тако 
што мењају физиолошке сигнале услед чега долази до губитка контроле раста и 
пролиферације, па је последица свега наведеног неконтролисана деоба (3, 7).  

 Први идентификовани онкогени су rasонкогени. Протеини које кодирају rasгени 
су локализовани у унутрашњој површини ћелијске мембране и учествују у преносу 
митогених сигнала (7, 8). Стога, активирањеRasмолекула је неопходно за развој и 
диференцирање ћелија. Активација ras онкогена је повезана са тачкастим мутацијама у 
rasпротоонкогену (8). Последица ове мутације је стварање активног облика Ras 
протеина услед чега се јавља неконтролисана ћелијска деоба. Ras онкоген је детектован 
код 95% тумора панкреаса, 40% тумора колона, 30% тумора плућа и у доста мањем 
проценту код других врста малигнитета (9, 10).  

 Протоонкоген c-mycи његов продукт p62су веома битни у одвијању процеса 
репликације и транскрипције. Појачана експресија c-myc онкогена је детектована код Т 
и B лимфома, леукемије и саркома (3, 11).  

 Продукт bcl-2онкогена је мембрански протеин који је локализован на 
спољашњој мембрани митохондрија као и на мембрани ендолазматског ретикулума 
(12). Овај протеин игра фундаменталну улогу у инхибицији програмиране ћелијске 
смрти (12). Поремећај у експресијиbcl-2гена је детектован у раној фази карцинома 
колона, док је Bcl-2протеин снажно експримиран код различитих хематолошких 
малигнитета (13, 14). Истраживања су показала да је резстенција на хемиотерапију 
повезана са појачаном експресијом bcl-2 гена (14) .  
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У настанку хроничне мијелоидне леукемије јавља се транслокација 
ablпротоонкогена са хромозома 9 на хромозом 22 (9:22). Последица је фузија abl са 
геном bcr при чему настаје фузијски протеин Bcr/Abl који има есенцијалну улогу у 
малигној трансформацији ћелије (15).  

ТУМОР СУПРЕСОР ГЕНИ 
 Осим промена у експресији онкогена у процесу канцерогенезе је веома битан 
губитак или инактивација тумор-супресорских гена. Улога тумор-супресорских гена је 
у инхибицији неконтролисаног раста и диференцијације канцерских ћелија. 
Прецизније протеини које кодирају тумор-супресорски гени спречавају ћелијску деобу 
и развој канцера (16, 17).  

 Локација гена p53 је на хромозому 17q, а његов продукт p53има кључно 
ангажовање у регулацији ћелијског циклуса. Стога, уколико дође до делеције гена 
протеин p53 губи контролно деловање (18). Код 75-80% карцинома колона присутна је 
делеција у једном p53алелу и тачкаста мутација у другом алелу (19). Такође, код 70% 
карцинома дојке присутна је делеција p53 гена (20). У серуму пацијената са карцином 
дојке и плућа детектована су циркулишућа антитела на мутиране p53 протеине (21, 22).  

 BRCA1 и BRCA2 су тумор-супресорски гени (енг. breast cancer gene) 
идентификовани на хромозому 17q21 и хромозому 13q12. Протеини brca 1и brca 2 
имају есенцијалну улогу у механизмима поправке ДНК молекула, регулацији 
транскрипције и регулацији ћелијског раста (23). Последица мутација гена BRCA1 и 
BRCA2 je губитак функције ензима који учествују у ,,поправци“ ДНК молекула. Стога, 
јасно је да су мутације BRCA гена повезане са повећаним ризиком од развoја 
карцинома дојке и јајника. Код особа код којих је детектована мутација BRCA-1гена 
ризик за развој карцинома дојке већи је од 80% (3, 24).  

МЕТАБОЛИЗАМ МАЛИГНИХ ЋЕЛИЈА 
 Метаболичке промене у малигним ћелијама обухватају појачану синтезу ДНК 
молекула, појачану синтезу РНК молекула и нуклеотида. Такође, присутан је и 
поремећај репликације митоходнријске ДНК (25). У метаболизму малигно измењене 
ћелије постоје квантитативне и квалитативне промене у метаболизму протеина. 
Прецизније долази до промена протеинског састава, промењена је фосфорилација 
протеина, активност поједних ензима и појачано је отпуштање протеолитичких ензима 
(25, 26).  

Малигне ћелије имају смањен капацитет ћелијског дисања услед смањеног броја 
митохондрија. Састав митохондријалних мембранских протеина и липида је промењен 
при чему је повећан унос и смањено отпуштање калцијума из митохондрија. Услед 
смањења активности ензима коју учествују у антиоксидативној заштити долази до 
накупљања рекативних кисеоничних врста и липидне пероксидације (27, 28). 

Повећана активност ензима глукозо-6-фосфат дехидрогеназе код малигно 
измењених ћелија активира пентозни пут разградње глукозе. Услед појачаног одвијања 
пентозног пута разградње глукозе, долази до повећаног стварања пентоза које даље 
учествују у синтези нуклеотида (29). Осим тога, појачаном анаеробном гликолизом 
малигне ћелије обезбеђују потребну енергију. У последњем кораку метаболичког пута 
анаеробне гликолизе долази до редукције пирувата у лактат каталитичком активношћу 
ензима лактат дехидрогензе. Дакле у ћелијама се ствара више лактата што доводи до 
стања ацидозе у ћелијама чиме се активирају и отпуштају лизизомске хидролазе(30).  
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 Плазма мембрана канцерске ћелије се разликује у саставу од ћелијске мембране 
малигно неизмењене ћелије. Разлика се првенствено огледа у вишку холестерола и 
мањку незасићених масних киселина. Такође, присутно је мање гликолипида и постоје 
промене и у саставу мембранксих протеина (31). Измењена је и активност ензима који 
су локализовани у плазма мембрани. Смањена активност ензима аденилат циклазе има 
за последицу смањење концентрације cAMPу малигним ћелијама, што се даље 
одражава на саму ензимску активност (3).   

Код малигно измењех ћелија долази до губитка нормалних антигена при чему 
долази до појаве антигена који су специфични за канцерске ћелије (нпр. СЕА енг. 
carcinoembrionic antigen) (32). Промене у саставу плазма мембране узрокују и појачан 
активни транспорт шећера, аминокиселина и јона, а све у циљу доступности супстрата 
за убрзану пролиферацију (31).  
 Стварању метастаза доприноси смањена адхезивност услед недостатка 
фибронектина. Да би се створила метастатска промена неопходно је да једна малигна 
ћелија доспе далеко од примарног настанка (33, 34).  
 
КАРЦИНОМ ПРОСТАТЕ 
 Године 2020. према подацима Светске здравствене организације карцином 
простатепредставља трећи најчешће дигностиковани малигнитет код мушкараца (35). 
Са 1.414.259 случајева годишње у свету, карцином простате се налази на трећем месту 
по учесталости јављања, где прво и друго место заузимају карцином плућа и колона 
(35, 36). Инциденција малигнитета простате је повећана уразвијеним земљама (35, 37). 
Карцином простате је водећи узрок смрти код мушкараца у великом броју земаља 
(48/185 земаља) са 375 000 смртних случајева забележених у 2020. години (38). Ипак, 
важно је напоменути да апсолутне вредности смртних случајева у последњој деценији 
опадају, захваљујући раном откривању мерењем простата-специфичног антигена (39). 
Према подацима из 2008. године малигнитет простате налази се на трећем месту по 
учесталости у Србији (40).  
 

АНАТОМИЈА ПРОСТАТЕ 
 Простата је локализована у карлици, окружена је ректумом, бешиком, 
перипростатичним и дорзалним венским комплексимаи неуроваскуларним сплетовима 
који су задужени за еректилну функцију као и уринарним сфинктером који је задужен 
за пасивну контролу урина. Структуру простате чине тубулоалвеоларне жлезде које су 
окружене фибромишићном стромом. Ацинсусна јединица је изграђена од епитела који 
се састоји од епителних, базалних и неуроендокриних ћелија. Строма је изграђена од 
фибробласта и ћелија глатких мишића. Простата специфични антиген (PSA) и 
простатична кисела фосфатаза (РАР) се стварају у самим епителним ћелијама. 
Епителне ћелије као и ћелије строме у својој структури садрже андрогене рецепторе 
тако да њихов раст зависи од андрогена. Ензим који је присутан у самој жлезди 5-α 
редуктаза конвертује тестостерон у дихидротестостерон. Периуретрални режањ се 
повећава током пубертета и након 55. године живота. У периферој зони долази до 
развоја већине карцинома, при чему се малигнитети на том месту могу напипати 
дигиторекталним прегледом (2, 41, 42).  
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ЕПИДЕМИОЛОГИЈА 
У факторе ризика за развој малигнитета простате убрајамо старење, расна 

припадност и позитивна породична анамнеза. Епидемиолошке студије недвосмислено 
указују да је повећан ризик од настанка карцинома простате присутан уколико је један 
сродник у првом степену крвног сродства оболео. Постоје јасни показатељи да је око 
55% случајева ране дијагнозе канцера простате наследно (43, 44). Такође, дијагноза 
малигнитета простате је учесталија код Афроамериканаца и повезана је са лошијом 
прогнозом. Сматра се да фактори животне средине и исхрана играју улогу у развоју 
канцера простате. Повећан унос масти путем хране (α-линоленска киселина и 
полициклични ароматични угљоводоници) повећавају ризик од развоја малигнитета 
простате (45, 46). Осим тога, повећање ризика од настака канцера простате се јавља и 
код одређених занимања, рад у индустрији хемикалија, лекова. Улогу у настанки 
канцера простате има хиперметилација промотера гена GSTP1 чиме долази до 
инхибиције експресије гена који врши детоксикацију канцерогена. Такође, настанку 
малигнитета доприноси и пролиферативна инфламаторна лезија (PIA) (47).  

Посебан проблем када говоримо о дијагнози канцера простате је асимптоматска 
фаза, при чему се пацијенти обраћају лекару тек када дође до субвезикалне 
опструкције (48). Дијагноза се поставља на основу физикалног прегледа при чему се 
абнормалости могу утврдити дигиторекталним прегледом. Дигиторекталним 
прегледом можемо дефинисати величину, конзистентност и абнормалности у простати. 
Карциноми су тврди, нодуларни и неправилни у облику (49).  

Простата-специфични антиген (PSAенг. Prostate-Specific Antigen) је ензим серин 
протеаза кога производе малигно неизмењене као и малигне ћелије епителне ћелије. 
Представља једноланчани протеински молекул масе33kDa. Простата-специфични 
антиген се у циркулацији налази у везаном облику за α1-антихимотрипсин и α2 
макроглобулин док 10-30% представља слободну невезану фракцију fPSA (50, 51). 
Улога PSA je у разводњавању семеног коагулума, специфичан је за простату али не и за 
канцер простате. Мерење концентрација PSAподразумева примену имунохемијских 
метода где можемо детектовати слободну фракцију и PSAкоји је у комплексу са α1-
антихимотрипсином.  Осим код карцинома простате, повећана концентрација PSAу 
серуму је присутна и код простатитиса (запаљење простате), бенигне хиперплазије 
простате и инфекција уринарног тракта.  За разлику од дигиторекталног прегледа који 
нема утицај на кнцентрацију PSAу серуму, биопсија простате повећава десетоструко 
концентрацију PSA (8-10 недеља након извршене биопсије). Године 1994. Америчка 
управа за храну и лекове FDA је одобрила тест на PSAу циљу раног дијагностиковања 
малигнитета простате (51). Осим значаја у раној дијагнози канцера, постоји јасна 
позитивна корелација између повећане концентрације PSA и смртног исхода. 
Прецизније, највећи број смртних исхода од малигнитета простате је присутан код 
пацијената код којих су нивои PSA у горњем квартилу (50, 51). Треба такође истаћи да 
код пацијената са концентрацијом PSA испод референтне вредности могу постојати 
малигне ћелије у простати. Концентрације PSA код мушкараца са присутном упалом 
простате (простатитисом) су изнад референтних вредности па је неопходно да се пре 
мерења примени антибиотска терапија (50, 52). Код бубрежних пацијената и код 
пацијената са оболелом јетром могу се наћи лажно повећане вредности PSA (52). Након 
радикалне простатектомије концентрација PSA мора бити испод границе осетљивости 
методе (51). Стога, пораст концентрација PSA може указати на сам повратак болести па 
је мерење овог антигена битно у откривању рецидива.  
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Дефинитвна дијагноза малигнитета простате се поставља биопсијом, директна 
визуелизација трансректалним ултразвуком (TRUS)или магнетном резонанцом (МR) 
омогућава узимање исечка (53, 54). 

Уколико је болест клинички локализована (без присуства метастаза) може се 
применити радикална простатектомија, радиотерапија или активно праћење. У оболеле 
од некастратног рака простате убрајају се мушкарци са видљивим метастатским 
променама и некастратним нивоима тестостерона (≥50ng/dl)(2). Терапија у овом 
случају подразумева смањење нивоа андрогена медикаментозним или хирушким 
средствима као блокирање андрогена применом антиандрогена (2, 53). Малигнитет 
простате резистентан на кастрацију дефинише се као болест која напредује независно 
од медикаментозне и хирушке терапијепри чему су измерене концентрације 
тестостерона ≤50ng/dl (2).Дакле, уколико је присутна дуготрајна терапија 
антиандрогенима постоји могућност јављања хормонске резистенције па се у терапији 
могу применити и поједини цитостатици али је њихов ефекат лимитиран.  

Из претходно наведених разлога циљ наше студије је био развој потенцијалних 
хемиотерапеутика и испитивања њиховог цитотоксичног ефекта на ћелије карцинома 
простате.  

ПРОГРАМИРАНА ЋЕЛИЈСКА СМРТ 
 Апоптоза или програмирана ћелијска смрт представља есенцијални процес за 
одржавање ткивне хомеостазе. Апоптозу су открили и дефинисали Кар и сарадници 
1972. године. Године 2002. Нобелову награду за физиологију и медицину добили су 
Sydney Brenner, Horvitz and John E Suston, за истраживања у пољу апоптозе (55). 
Сматра се да је апоптоза кључни процес у елиминацији ,,нежељених“ ћелија у 
организму. У физиолошким условима апоптоза је неопходна током ембрионалног 
развића и такође кључну улогу има у заштити од имунског одговора и елиминацији 
оштећених ћелија (56). Постоји велики стимулуса који могу активирати процес 
апоптозе, на пример радијација и хемиотерапија индукују оштећење ДНК молелкула 
малигне ћелије и индукују програмирану ћелијску смрт. У развитку канцера доказано 
је да апоптоза има есенцијалну улогу. Прецизније студије су показале да у 
канцерогенези након процеса иницијације, инхибиција апоптозе је кључни корак (57).  

 Веома је битно разликовати процесе апоптозе и некрозе. Оба процеса су 
независна и доводе до ћелијске смрти. Који ће се претходно поменути процес 
активирати зависи од интензитета самог стимулуса. Стумулуси као што су хипоксија, 
радијација могу довести до активације апоптозе, али уколико интензитет расте 
активира се процес некрозе (56). Приликом активирања процеса некрозе долази до 
запаљенске реакције док код процеса апоптозе неће се активирати имунски одговор и 
нема запаљенске реакције. Карактеристике апоптозе су прецизна контрола самог 
процеса, изостанак инфламације и активација проапоптотског молекула (каспаза) (56, 
58).  

 У циљу покретања процеса апоптозе неопходно је активирати један од два 
кључна сигнална пута. У сигналне путеве апоптозе спадају спољашњи пут (активација 
рецептора смрти) и унутрашњи пут (активиран преко митохондрија) (59, 60).  

Након што је активиран један од два сигнална пута, мења се концентрација и 
однос регулаторних молекула апоптозе при чему долази до промене у пермеабилности 
митохондријалне мембране и активације каспазе 3. У следећем кораку јавља се 
фрагментација ДНК молекула, деградација протеина и цитоскелета, формирају се 
апоптотска телашца и на крају бивају фагоцитована од стране макрофага (56).  
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КОМПОНЕНТЕ СПОЉАШЊЕГ АПОПТОТОТСКОГ ПУТА 
 Спољашњи апоптотски пут је активиран посредством протеина рецептора 
смрти. Протеини рецептори смрти су TNF-R1 (енг.Тumor necrosis factor receptor 1), 
DR4/DR5,TNF-R (енг. Тumor necrosis factor receptors), TRAIL-R (енг. TNF-related 
apoptosis-inducing ligand receptors) и локација је на површини различитих ћелија (слика 
1) (61). На самој површини ћелије ови рецептори долазе у контакт са одговарајућим 
лигандима, долази до активације домена смрти и привлачења унутарћелиских 
адапторнихмолекула FADD (енг. FADD, Fas associated death domain). Након тога, 
наредни корак се огледа у конвертовању прокаспазе 8 у активну каспазу-8. Каспаза-8 је 
неопходна за конвертовање  прокаспазе-3 у активну каспазу-3 (62).Најбоље проучени 
лиганди и рецептори смрти су CD95/FasR, TNF-α/TNF-R1, Apo2L/DR4и 
Apo2L/DR5.Најдетаљније проучени TNF рецептор се састоји од екстрацелуларног 
домена који је богат цистеином и цитоплазматског домена (death domain) који преноси 
сигнале унутар ћелије и активира ћелијску смрт. Након што се лиганд веже за TNF 
рецептор долази до димеризације цитоплазматског домена рецептора и активације 
каспазе 3 и каспазе 10 (63). Активиране каспазе 8 и 10 у последњем кораку иницирају 
апоптозу тако што активирају егзекуторне каспазе-3,- 6,- 7 (64).  

Рецептор Fas (CD95, tumor necrosis factor receptorsuperfamily member 6 
(TNFRSF6)) је локализован на површини различитих ћелија у нашем организму и 
везивањем одговарајућег лиганда долази до активације апоптозе. Прецизније, 
FasL(лиганд) везје се за одговарјући FasR, долази до формирања FADD у 
цитоплазматском делу и иницира се апоптотска каскада. Лиганд FasL је експримиран 
на површини имунских T ћелија (65). Молекулска маса овог лиганда износи 40 kDa 
кодиран геном на хромозому 1. Молекулска маса FasR износи 49kDa, ген који кодира 
синтезу је локализован на хромозому 10. Рецептор Fas у својој структури садржи три 
домена, екстрацелуларни домен (изграђен од 157 аминокиселина), трансмембрански 
домен (изграђен од 17 аминокиселина) и цитоплазматски домен (садржи 145 
аминокиселина). Сама присутност FasL на површини имунских T ћелија има 
есенцијалну улогуи у спречавању аутоимунске реакције. Активирани сигнални пут 
FasL/FasR има фундаменталну улогу у регулацији како физиолошких тако и 
патолошких процеса. У прилог томе нам говоре студије које су доказале да код 
различитих типова карцинома (малигнитети плућа, оваријума идојке) лошија прогноза 
је директно повезана са поремећајем у сигналном путу FasL/FasR (66).  

TNFα (енг. Tumor necrosis factor-α) је цитокин молекулске масе 17 kDa, садржи 
157 аминокиселина, ген који кодира овај протеин је локализован на хромозому 6. 
Синтеза TNFα се одвија у макрофагима, Т лимфоцитима и NK ћелијама (енг. Natural 
killer cells) (67, 68). Протеин TNFα се везује за одговарајући екстрацелуларни домен 
рецептора TNF-R1 и затим до активације адапторних протеина TRADD. Активацијом 
TNFα/TNF-R1 долази до активације проинфламаторне и проапоптотске каскаде (69). 
Експресија TNF-α/TNF-R1је одређивана код великог броја кацерских линија и доказана 
је директна корелација са прогнозом болести (70).  

Рецептор DR3 (енг. Death receptor 3) припада TNFR суперфамилији рецептора, 
молекулска маса износи 53.5 kDa, а ген који кодира синтезу овог протеина налази се на 
хромозому 1 (71). Овај рецептор интереагујеса одговарајућим лигандом Apo3L при 
чему се активира процес апоптозе.Apo3Lје протеин који садржи 249 аминокиселина и 
ген који кодира је локализован на хромозому 17. Улога Apo3L/DR3 у канцерогензи је 
проучавана код многих типова малигнитета (72). Студије су показале да је смањена 
експресија DR3 рецептора присутна код ћелијских линија карцинома дојке MCF-7и 
MDAMB-231 у поређењу са малигно неизмењеним ткивом дојке (73).  
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СлиСлика 

 Слика 1. Процес активацје спољашњег апоптотског пута путем рецептра смрти. 
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КОМПОНЕНТЕ УНУТРАШЊЕГ МИТОХОНДРИЈАЛНОГ ПУТА 
Осим активације спољашњег апоптотског пута, програмирана ћелијска смрт 

може бити индукована оштећењем ДНК молекула или појачаном продукцијом 
реактивних кисеоничних врста (оксидативни стрес). Прецизније, оштећење ДНК 
молекула и оскидативни стрес активирају програмирану ћелијску смрт путем 
унутрашњег митохондријалног пута (слика 2). Чланови Bclфамилије протеина 
укључујући Baxи Bcl-2 (проапоптотични и антиапоптотични), локализовани су на 
митохондријалној мембрани и кључни су у регулацији унутрашњег пута. 
Митохондријални пут карактерише ослобађање цитохромаcиз митохондрија у 
цитоплазму услед повећање пропустљивости митохондријалне мембране (74, 75). 
Ослобађање цитохромаc условљава формирање комплекса, који називамо апоптозом, 
са АРАF 1(енг. apoptotic protease activating factor 1) и прокаспазом-9. Овај формирани 
комплекс индукује конвертовање прокаспазе-9 у активну каспазу-9 при чему се у 
следећим корацима активирају егзекуторне каспазе-3,-6,-7 и комплетира се процес 
апоптозе (76).  

 На основу физиолошке улоге у нашем организмуBcl-2(енг. B-cell 
leukemia/lymphoma-2) протеине смо поделили у три велике групе, антиапоптотски (Bcl-
2, Bcl-xl, BcldW, Mcl-1, BFL-1/A1), проапоптотски (Bax, Bak и Bok) и проапоптотски 
који садрже само ВН3 домене (Bad, Bid, Bik, Bim, BMF, HRK, Noxa и PUMA). Можемо 
закључити да активација апоптозе зависи од односа проапоптотских и 
антиапоптотских протеина унутар ћелије (77).  

 Антиапоптотски протеини, Bcl-2, Bcl-xl инхибирају програмирану ћелијску 
смрт, митохондријални пут. Прецизније, ови протеини су детектовани на спољашњој 
митохондријалној мембрани и заустављају каскаду програмиране ћелијске смрти 
спречавањем ослобађања цитохрома cиз митохондрија у цитосол ћелије (78). Сматра се 
да у процесу развоја канцера есенцијалну улогу има поремећај експресије 
антиапоптотичних протеина. На пример, код различитих ћелија канцера доказана је 
повећана експресија Bcl-2 и Bcl-xlin vitro, што заправо омогућава малигним ћелијама да 
се неконтролисано деле и ,,избегну“ програмирану ћелијску смрт (79). Такође, студија 
која је проучавала експресију Bcl-2, Bcl-X, и Mcl-1антиапоптотичних протеина код 
аденокарцинома простате недвосмислено је показала да је погоршање болести, 
односно резистентност на терапију директно повезана са повећаном експресијом ових 
протеина (80). Даље, многе студијеin vitro које су испитивале потенцијелане 
хемиотерапеутике су показале да приликом снаже антитуморске активности ових 
једињења долази до смањене експресије антиапоптотских протеина (81, 82, 83). 
Прецизније, смањена експресија условљава и смањење вијабилности канцерских 
ћелија.  

 У каскадној реакцији која чини апоптозу кључну улогу имају проапоптотски 
протеини. На пример, ако је процес апоптозе покренут кључни корак је 
хомодимеризација и олигодимеризација BaxиBak протеина на спољашњој 
митохондријалној мембрани, штодаље условљава трансфер цитохрома cиз 
митохондрија у цитосол (84). Многобројне in vitroстудије које испитују антитуморски 
ефекат разних једињења су показала да сам однос између Bcl-2/Baxје од есенцијалног 
значаја за смањење вијабилности малигних ћелија (85, 86). Дакле, за саму активацију 
апоптозе неопходно је да се смањи однос Bcl-2/Bax. У прилог овоме говори и студија 
која је испитивала антитуморску активност комплекса паладијума на ћелије карцинома 
простате PC-3и Du-145. Истраживање је показало да смањење вијабилности ћелија 
аденокарцинома простате је условљено смањењем односа Bcl-2/Bax (87).  
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 Цитохром c је мали, хидросолубилни молекул чија молекуларна маса износи 
свега12 kDa. Овај молекул је кључна комонента унутрашњег митохондријаног пута, 
ослобађем цитохорма с из митохондрија у цитоплазму заправо је иницирана 
егзекуторна фаза апоптозе. У цитотолу ћелије услед активације апоптотског пута 
долази до везивања цитохорма с за Apaf-1, затим долази до олигомеризације и 
везивања прокаспазе-9. Као крајњи резултат, долази до протеолитичке активације 
прокаспазе-9 и прокаспазе-3 (88). Студије су показае да повећана експресија цитохрома 
cје повезана са смањењем вијабилности различитих канцерских ћелија in vitro (89, 90).  

 Егзекуторна фаза апоптозе представља финални корак у овом процесу и њега 
карактерише фрагментација молекула ДНК, деградација протеинских структура ћелије 
и формирање апоптотских телашца. Следећи корак подразмева фагоцитозу од стране 
макрофага. Есенцијалну улогу у овој последњој, егзекуторној фази има каспаза-3 која 
је неопходна за ћелијску фрагментацију. У претходно описаном кораку нема 
инфламаторног одговора (60).  

 Каспаза-3 (CPP32, apopain, YAMA) је ендопротеаза и спада у групу цистеин 
зависних специфичних протеаза. Овај протеин се састоји од две субједини. Структурно 
се састоји од две субједнице чије је молекулска маса 12 kDa и 17 kDa (91). Поремећај 
експресије каспазе-3 је присутан у канцерогенези. Студија која је испитивала ниво 
експресије каспазе-3 код ћелија карцинома простате PC-3, DU-145, TSU-Pr1m,LNCaP и 
код малигно неизмењених ћелија је показала да је код туморских ћелија присутна 
смањена експресија овог протеина (92). 
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Слика 2. Процес активације унутрашег (митохондријалног) апоптотског пута. 
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ПЕРФОРИН/ГРАНЗИМ ПУТ 
Перфорин/гранзим пут је посебни сигнални апоптотски пут чије су најбитније 

компоненте гранзим А (GzmA) и гранзим Б (GzmB). Ови молекули су серин протеазе и 
ослобађају се из гранула које су локализоване у цитоплазми NKћелија и цитотоксичних 
Т лимфоцита. Овај сигнални пут је битан је у антитуморској и антивирусној одбрани 
(слика 3) (93, 94). Перфорини су протеини који креирају поре у ћелијској мембрани 
,,target” ћелије и омогућавају улазак гранзима унутар ћелије. Када се нађе унутар 
ћелије, гранзим Б активира каспазу -10 и -9, при чему се у следећем кораку активира 
каспаза-3. Активирана каспаза-3 даље условљава ДНК фрагментацију и ћелијску смрт. 
Такође, гранизим А условљава фрагментацију ДНК молекула што ће у даљим 
каскадним реакцијама довести до апоптозе (95).  

Гранзим Б је локализован у гранулама NK ћелија и цитотоксичних Т лимфоцита 
и ген који кодира синтезу овог протеина је локализован на хромозому 14.  
Прогностички значај гранзима Б је описан у многим студијама. Код пацијаната код 
којих је дијагностикован карцином плућа и дојке показано је да повећана експресија 
гранзима Б испољава антиметастатски ефекат (96). Такође, студије које су проучавале 
аденокарцином простате (PC-3и DU145) су показале да повећана експресијагранзима Б 
и перфорина индукујесмањену вијабилност туморских ћелија (97). 

 

НЕКРОЗА 
 Некроза представља иреверзибилно ћелијско оштећење и ћелијску смрт која је 
условљена патолошким процесом. За разлику од апоптозе, некроза је неконтролисан 
процес која резултира оштећењем ћелијских органела, руптуром плазма мембране и 
преласком интрацелуларног садржаја у околно ткиво, чиме долази до оштећења истог 
(слика 4). За разлику од програмиране ћелијске смрти коју могу генерисати спољашњи 
и унутрашњи сигнали, некроза се активира увек услед штетног стимулуса изван ћелије, 
при чему долази до инфламаторног одговора и ослобађања heat shockпротеина, АТП-а, 
мокраћне киселине и нукеарних протеина (98). Прецизније, уколико је присутна 
некроза долази до секреције проинфламаторних цитокина, на првом месту 
интерлеукин-1 бета (IL1).  

 Узорци некрозе су: 

1. Хипоксија  
2. Физика оштећења 
3. Хемијска оштећења  
4. Биолошки агенси 
5. Имунолошки одговор (98, 99) 
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Слика 3. Перфорин/гранзим сигнални пут 
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Слика 4. Разлика у одвијању процеса апоптозе и некрозе 
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ЋЕЛИЈСКИ ЦИКЛУС 
За нормално одвијање физиолошких процеса у нашем организмунеопходна је 

ћелијска пролиферација, односно одвијање ћелијског циклуса. Током овог процеса  
ћелија умножава своје компоненте  и као производ дбијамо две ћерке ћелије (100). 

 Само одвијање ћелијског цкилуса је веома сложен и прецизно контролисан 
процес који је сасатвљаен од неколико фаза. Фазе ћелијског циклуса су M (фаза 
митозе), S (фаза синтетезе ДНК молекула), G1 (фаза између митозе и Sфазе, током G1је 
ћелијска припрема за синтезу ДНК), G2 (ћелија се припрема за митозну деобу у две 
ћерке ћелије) (слика 5) (100).  

 Да би се ћелијски циклус одиграо неопходна је контрола два есенцијалнeфазе, 
Sфазе и M фазе. Прецизније постоје две контролне тачке у ћелијском циклусу, на 
почетку Sфазе и на почетку M фазе. Ово је од веома битног значаја јер приликом 
оштећења ДНК молекула, ћелијски циклус ће се зауставити на једној или другој тачки. 
У људском организму се ћелије не деле увек, могу бити у мирној фази потпуно ван 
ћелијског циклсуа, фаза G0. Пример предстваљају неурони, кардиомиоцити и ћелије 
скелетних мишића који проводе животни век у G0 фази. Науспрот томе, ћелије коштане 
сржи и гастроинтестинланог тракта деле се свакодневно. Да би ћелија из G0 фазе ушла 
у G1 фазу нопходан је сигнал фактора раста (101, 102). Зa одржавање саме хомеостазе у 
ткивима неопходан је баланс између ћелијске деобе и апоптозе. 

 Контролни систем одвијања ћелијског циклуса чине две фамилије протеина 
cikliniи ciklin-kinaze (cdk). Њихова улога је у фосфорилацији различитих различитих 
ензима и тиме утичу позитивно или негативно на саму ензимску активност. Треба 
напоменути да је сваки cdk инактиван док се не веже за циклин. Ово везивање је од 
есенцијалног значаја да cdk фосфорилише ензиме који су битни одређеној фази 
ћелијског циклуса. Циклин дефинише који ће се ензими фосфорилисати, а након 
фосфорилације циклин се разграђује. Све циклине смо поделили у осам група, за 
контролу ћечијске деобе од есенцијалног значаја су циклини A, B, D и Е (103, 104).  

 G1 фаза подразумева припрему ћелије за овијање следеће Sфазе. Синтетише се 
информациона RNKнеопходна за репликацију ДНК молекула. Ову фазу карактерише 
пораст концентрације циклинаD, формира се комплекс циклинаD/cdk чиме се 
фосфориишу неопходни протеини. циклинD/cdk фосфорилише Rbпротеин 
ослобађајући транскрипциони фактор Е2F, овим се активирају гени неопходни за S 
фазу, посебно циклини E и А. Ефекат E/cdkје неопходна за прелаз из G1у Sфазу, 
односно пролаз кроз контролну тачку 1(105).  

 Sфазу карактерише дуплирање генетичког материјала, при чему E/cdkи А/cdk 
котрнолишу ток ове фазе. Прецизније активирају протеине који учествују у синтези 
ДНК молекула (104).  

 G2 фазу карактерише дуплиран број хромозома у ћелији, дуплирају се 
структурне компоненте ћелије, долази до синтезе великог броја ензима и 
информационе RNK. Да би ћелија прешла у М фазу неопходни су комплекси циклин 
А/cdkи циклин B/cdk (106).  

 Митозу чине четири фазе, профаза, метафаза, анафаза, телофаза. Профазу 
карактерише кондензација дуплираних хромозома, док у метафази хромозоми су 
поређани на екватору. Анафазу карактерише транспорт хромозома на супртотне 
полове ћелије, док телоазу карактерише формирање мембране једра око хромозома у 
подела цитоплазме (100).  
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 Од суштинског значаја је да уколико дође до поремећаја у одвијању ћелијског 
циклуса дође дио инхибиције истог у контролној тачки 1. Уколико дође до оштећења 
молекула ДНК заштитну улогу има протеин p21 који инактивира комплес циклин/cdk 
на тај начин спречава фосфорилацијуRbи зауставља циклус у контролној тачки 1. 
Уколико је ова мера недовољна да заустави ћелијску деобу активира се протеин p53 
који индукује процес апоптозе (107, 108).  

 Када дође до поремећаја у ћелисјком циклусу који контролни механизми нису у 
стању да реше, то може да доведе до развоја неконтролисане деобе и малигнитета. 
Стога, у развоју карцинома кључну улогу има избегавање контролних тачака ћелијског 
циклуса и апоптозе.  
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Слика 5. Фазе ћелијског циклуса 

 



18 
 

АНТУТУМОРСКА АКТИВНОСТ КОМПЛЕКСА МЕТАЛА 
 Открићем лека цисплатине 1960. године постигнут је велики успех у терапији 
малигнитета. Осим цисплатине, у хемиотерапеутике који садрже у својој структури 
платину убрајамо и карбоплатину и оксалиплатину (109, 110). Претходно поменута 
једињења су од веома великог клиничког значаја у лечењу карцинома тестиса, 
оваријума, колона и плућа (109). Терапијску примену циплсатине, карбоплатине и 
оксалиплатине ограничава велики број нежељених ефеката као што су туморска 
резистенција (долази до појаве рецидива болести), нефротоксичност, 
хепатотоксичност, кардиотоксиност итд (111, 112).  

У циљу превазилажења ових недостатака, синтетисан је велики број 
потенцијалних цитостатика који у својој структури садрже метал.  

Веома значајна особина металних комплекса је могућност везивања за ДНК 
молекул (формирањем ковалентне везе) и тиме се инхибирају процеси репликације и 
транскрипције (113, 114). Даље, ова једињења након уласка у ћелију могу индуковати 
повећану продукцију реактивних кисеоничних врста (оксидативни стрес). Индукцијом 
оксидативног стреса долази до оштећења ДНК молекула и митохондријалне 
дисфункције што за последицу има активацију апоптозе (114). Истраживања су 
показала да комплески метала могу инхибирати синтезу VEGF (енг. vascular endothelial 
growth factor), тиме се спречава ангиогенеза (115). Прецизније, инхибицијом 
ангиогенезе спречава се даљи развој тумора као и појава метастаза.  

Комплекси рутенијума су се показали као веома добри кандидати у терапији 
малигнитета. Рутенијум је стабилан у оксидационим стањима Ru(II), Ru(III) и може се 
везати за различите ћелијске структуре (ДНК молекул, протеини). Осим тога, једињења 
рутенијума се могу везати за хумани серум албумин и трансферин. Малигно измењене 
ћелије услед поремећеног метаболизма имају повећане потребе за гвожђем и на 
ћелијској мембрани се налази већи број трансферинских рецептра. Овим је омогућено 
ефикасније допремање једињења рутенијума до малигних ћелија (85, 116, 117). Студије 
су показале да у поређењу са једињењима платине, рутенијум комплески показују већи 
степен селктивности in vitro (85). Прецизније, показан је снажан анитуморски ефекат 
једињења рутенијума на канцерске ћелије, док је значајно слабији цитотоксични 
ефекат показан на малигно неизмењеним ћелијама. Такође, једињења рутенијума 
обележена као NAMI-A и KP1019су показала значајну ефикасност у предклиничким 
студијама. Рутенијум комплекс обележен као KP1019 је деловао цитотоксично на 
примарне туморе, док је NAMI-А комплекс свој ефекат испољио инхибирањем 
ангиогенезе (118, 119).  

 Истраживања су показала да комплекси злата показују снажну антитуморску 
активност. Осим тога, комплески злата се у медицини користе у терапији реуматоидног 
артритиса. Злато може бити стабилно у различитим оксидационим стањима (-I до+V), 
али се у медицини корсти само Au(I)и Au(III) (120, 121). Показано је да комплекси 
злата свој антитуморски ефекат испољавају на више начина, везивањем за ДНК 
молекул, индукцијом апоптозе и инхибицијом ангиогенезе. Једињења злата су показала 
снажну антитуморску активност in vitroи in vivo. Антитуморска активност комплекса 
злата је показана на великом броју ћелијских линија MDA-MB-231, A549,D24, 
HT1080,PC3 in vitro (121, 122). Осим тога комплекси злата показују и значајну 
активност према различитим сојевима бактерија (123, 124). 
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 Бакар је есенцијални елемент за многе биолошке процесе у нашм организму. 
Бакар је редокс-активни прелазни метал који лако прелази из редукованог Cu+ у 
оксидовано Cu2+ оксидационо стање у физиолошким условима. Значајан је за 
функционисање имунског система, синтезу колагена и продукцију енергије у процесу 
оксидативне фосфорилације. Такође, неопходан је за апсорпцију гвожђа и одвијање 
еритропоезе. Бакар је локализован у многим биолошки активним молекулима као што 
су ензими, протеини и сигнални молекули. Саставна је компонента металоензима 
(Cu/Zn супероксид-дизмутази) који учествују у антиоксидативној заштити (125, 126). 
Церулоплазмин је протеин који транспортује бакар у крви и има улогу у метаболизму 
гвожђа. Комплекс на респираторном ланцу цитохромc оксидаза садржи бакар у својој 
структури и есенцијалан  је у процесу ћелијског дисања. Ензим тирозиназа има веома 
битну улогу у синтези меланина док лизил-оксидаза учествује у формирању везивног 
ткива,за каталитичку активност ова два ензима неопходно је присуство бакра (3, 127). 
Повећане концентрације бакра имају токсични ефекат на ћелије и ткива, стога 
неопходна је прецизна регулација у метаболизму овог метала. Бакар такође показује 
снажан антибактеријски ефекат и препарати бакра се користе у профилакси и лечењу 
инфекција рана (3). Поремећај у метаболизму бакра је повезан са растом тумора, 
ангиогенезом и развојем метастаза. Повећано допремање до малигно трансформисаних 
ћелија је омогућено захваљујући повећаној експресији специјализованих транспортера 
за бакар. Такође, студије су показале да смањењем концентрације бакра у канцерској 
ћелији долази до активације процеса апоптозе. Једињења бакра су показала веома 
смажан антитуморски ефекат на великом броју ћелијских линја HCT-116, CT-26.HCT-
15 in vitro (128). Свој снажан антитуморски ефекат синтетисана једињења бакра су 
испољила индукцојом апоптозе, застојем ћелијског циклуса и повећаном продукцијом 
реактивних кисеоничних врста (129, 130).  
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ЦИСПЛАТИНА 
 Цисплатина представља хидросолубилни комплекс чију структуру чини платина 
везана за два атома хлора и две амонијум групе. Овај хидросолубилни комплекс први 
је синтетисао M. Peyrone1884. године, док је  1960. Rosenberg открио инхибиторни 
ефекат цисплатине на ћелијску пролиферацију. Цисплатина се као хемиотерапеутик 
користи у терапији карцинома колона, бешике, плућа и тестиса (111).  

Циспалтину ћелије преузимају захваљујући CТR1 транспортеру (енг. Сopper 
transporter 1 који је локализован на самој ћелијској мембрани (слика 6). Ћелије које 
имају повећану експресију овог рецептора могу преузети цисплатину у већој 
концентрацији и показују већу сензитивност на хемиотерапеутик.Са друге стране, 
мембрански протеин TMEM205 (енг. Transmembrane protein 205) је повезан са развојем 
ћелијске резистенције на цисплатину. Истраживања су показала да повећана експресија 
рецептора TMEM205 промовише пролиферацију, миграцију и ангиогенезу код 
карцинома желуца. Стога, овај рецептор може бити потенцијални ,,target“ у терапији 
цисплатин резистентних туморакако би се повећала сензитивност на овај 
хемиотерапеутик (131). Даље, студијаје показала да смањење експресије GLUT1(енг. 
Glucose transporter 1)транспортера је директно повезано са повећаним антитуморским 
дејством цисплатине. Прецизније, резултати су показали да ингибиција GLUT1 
транспортера у комбинацији са цисплатином може предстваљати потецијалну терапију 
код карцинома сквамозних ћелија једњака (132).  

 Након преузимања цисплатине, у цитоплазми ћелије долази до дисоцијације 
атома хлора при чему се на том месту везују молекули воде и овакав активирани 
комплекс се може везати за молекул ДНК. Прецизније,  створени комплекс се 
ковалентним везама везује за за N7 молекул пуринских азотних база,при чему долази 
до иреверзибилног оштећења молекула ДНК и  последичне инхибиције процеса 
транслације и транскрипције(133).  

У  физиолошким условима продукција реактиних кисеоничних врста је строго 
контролисана од стране редукованог глутатиона (GSH), супероксид дизмутазе (SOD) и 
каталазе (CAT). Уколико се наруши хомеостаза унутар ћелије и дође до повећане 
продукције реактивних кисеоничних врста, то даље узрокује оштећење многих 
ћелијских структура као што су протеини, липиди и ДНК (134, 135). Канцерске ћелије 
стварају повећане концентрације реактивних кисеоничних врста у односу на малигно 
неизмењене ћелије услед онкогене стимулације, повећане метаболичке активности и 
митохондријалне дисфункције (136). Индукција оксидативног стреса је један од 
механизама антитуморске активности цисплатине. Примарни ,,target“ ципслатине су 
митохондрије при чему долази до индукције оксидативног стреса услед редукције 
митоходнријалног мембранксог потенцијала. Повећана продукција реактивних 
кисеоничних врста даље може активирати унутрашњи и спољашњи апоптотски 
пут(111).  

 Цисплатина индукује поремећај хоместазе калцијума унутар ћелије, при чему 
долази до иницирања липидне пероксидације и инхибиције ензимске активности. 
Инхибицијом ензимске функције оштећује се митохондријална функција и смањује се 
синтеза ATP-a. Можемо закључити да нарушавањем хоместазе калцијума долази до 
активације апоптозе (111).  

 

 Посебан проблем у терапијској примени цисплатине представља чињеница да 
многе ћелијске компоненте које у својој структури садрже тиол групе 
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(микрофиламентии пептиди) могу инхибирати антитуморско дејство, па временом 
малигне ћелије могу постати резистентне на лек (137).  

 Постоји јасна повезаност дуготрајне примене цисплатине са појавом нежељених 
ефеката као што су хепатотоксичност, кардиотоксичност, нефротоксичност, 
отооксичност, мука, гађење и повраћање (138, 139).  

 Високе дозе цисплатине могу бити узрок оштећења хепатоцита, при чему се 
сматра да је оксидативни стрес и смањена концентрација редукованог глутатиона 
главни узрок хепатотоксичности. Елевација хепатичних ензима и билирубина јасно 
указује на поремећај функције јетре (140). 

 Кардиотоксичностуслед дуготрајне примене цисплатине је повезана са 
повећаном продукцијом реактивних кисеоничних врста (липидна пероксидација), 
оштећењем митоходнријалне ДНК, активацијом апоптозе и индукцијом инфламације. 
Хистолошке промене које се јављају услед цисплатин индуковане кардиотоскичности 
обухватају некрозу и фиброзу мишиног ткива. Услед оштећења миокарда повећан је 
степен активности у серуму ензима лактат дехирогензе (LDH) икиназе (CK) (141). 

 Бубрези могу акумулирати ципслатину у већој мери него други органи, 
концентрација ципслатине у проксималним тубулима је око пет пућа већа од 
концентрације овог лека у серуму. Елиминција овог лека се одвија пуемт бубрега 
гломерулском филтрацијом и тубуларном секрецијом.  Стога, у циљу праћења 
бубрежне функције неопходно је да пацијентима који примају циспатину одређујемо 
клиренс креатинина. У циљу превенције нефротоксичности неопходна је адекватна 
хидратација и одржавање диурезе. Механизам настанка нефротоксичности (акутне 
бубрежне инсуфицијенције) услед дуготрајне терапије цисплатином обухвата: 
инхибицију синтезе карнитина, индукцију окисдативног стреса, индукцију 
инфламације и оштећења крвних судова бубрега (141).  

 Можемо закључити да је цисплатина веома ефикасна у терапији солидних 
тумора, а свој антитуморски ефекат постиже активацијом апоптозе, инхибицијом 
ћелијског циклуса и индукцијом оксидативног стреса.  
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Слика 6. Антипролиферативни механизам цисплатине 
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ЛЕКОВИ КОЈИ СЕ КОРИСТЕ У ТЕРАПИЈИ КАНЦЕРА 
 Већина хемиотерапеутика делује антипролиферативно, оштећујући молекул 
ДНК и иницирајући апоптозу. Међутим, цитотокисчни ефекат ови лекови имају и на 
малигно незмењене ћелије чија је дељење убрзано. Последица овога може бити 
отећење коштане сржи, успоравање зарастања рана, стерилитет, алопеција, мучнина и 
повраћање. Антиканцерске лекове смо сврстали у некило основних категорија (142). 

1. Аликилирајући агенси 
2. Антиметаболити 
3. Цитотоксични антибиотици 
4. Деривати биљака 
5. Хормони 

 Основна карактеристика алкилирајући агенаса је да сарже у својој структури 
одрђење хемијске групе које имају могућност ковалентног везивања за молекул ДНК. 
Ефекат стварања ковалентне везе са ДНКсе огледа у ћелијском застоју у S и G2фази 
ћелијског циклуса, што последично води ка активацији апоптозе. Нежељени дејство 
ове групе лековаподразумева неселективност, односно алкилирајући агенси 
супримирају функцију коштане сржи и присутне су гастроинтетсинални поремећаји. У 
ову гупу лекова спада циклофосфамид, естрамустин, мелфалан, холрамбуцин, 
ломустин, кармустин, бусуфлфан и цисплатина (142, 143).   

 Основни лек из групе антиметаболита је метотрексат. У прцесу синтезе 
молекула ДНК неопходно је присусутво фолата (синтеза пурина).  Коензимска форма 
фолата која је неопходна за синтезу ДНК је тетрахидрофолат (FH4). Да би се ова 
реакција одиграла неопходна је каталитичка активност ензима дихидрофолат 
редуктазе, при чему за настанак активне коензимске форме FH4 неоподна су два 
каорака. Метотрексат има могућност интеракције са дихидрофолат редуктазом, при 
чему инхибира активност овог ензима. Прецизније, усле инхибиције каталитичке 
активности дихидрофолат редуктазе није могуће синтетисати активну форму фолне 
киселине FH4. Тиме је спречена синтеза тимидина и стварање молекула ДНК. 
Нежељена дејства лека су поремећај функције коштане сржи и нефротоксичност (142, 
143).  

 Цитотоксични антибиотици имају директан ефекат на ДНК молекул канцерске 
ћелије. Доксорубицин свој антитуморски ефекат остварује везивањем за ДНК молекул, 
инхибирањем синтезе РНК молекула и инхибицијом топоизомеразеII. Степен 
активности топоизомеразеII је повећан код канцерских ћелија, стога инхибицијом 
актинвости овог ензима смањује се и вијабилност ћелија. Нежељена дејства су 
кардиотоксичност, алопеција и нефротоксичност. Лекови који спадају у групу 
цитотоксичних антибиотика су доксорубицин, идарубицин, епирубицин и 
митоксантрон, дактиномицин, блеомицин и прокарбазин (142, 143). 

 Биљни деривати, винка алкалоди, таксани, кампотецини имају ефекат на саму 
функцију тубула и формирање деобног вретена. Винкристин (винка алкалоид) делује 
инхибирајући процес митозе у метафази при чему се везује тубулин. Кампотенцини 
свој антипролиферативни ефекат испољавају инхибицијом активности ензима 
топоизомеразеI. Топоизомераза I је ензим од енеснцијалног значаја у подели ћелије.  
Нежељени ефекти су дијареја и реверзибилна мијелосупресија (142).  

 Канцер који је настао хормон-сензитивних ткива у одрђеном броју случајева 
може бити хормон-зависни. Спречавање раста тумора може бити индуковано 
хормонима супротоног деловања или лековима који инхибирају синтезу хормона. 
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Гликокортиокиди се корсте у терапији леукемија и лимфома, тамоксифен код 
карцинома дојке. Аналози ослобађајућег хормона за гонадотропине се користе у 
лечењумалигнитета дојке и простате. У терпији малигнитета простате корсите се и 
атиандрогени (142, 143).  

КОМПЛЕКСИ ПАЛАДИЈУМА  
 Отркриће паладијума 1803. године од стране хемичараВилиама Х. Воластона је 
омогућило детаљније разумевање особина овог метала. Паладијум је метал VIIIB групе 
са атомским бројем 46. Веома је битна примена паладијума у електроници и 
стоматологији. Стабилна оксидациона стања овог метала су +2  и +4 (144).  

 Као прелазни метал паладијум има могућност да гради комплексна једињења, 
стога, синтетисан је велики број комплекса палдијума са различитим лигандима, а све у 
циљу испитивања антитуморског ефекта као и селективности потенцијалних 
хемиотерапеутика (145, 146).  

 Истраживање спроведено од стране Zhou и сарадника је показало да два Pd(II) 
комплекса имају јак антитуморски ефекат на ћелије акутне лимфобластне леукемије 
invitro (147).Такође, студија је показала да Pd(II) коплекс испољава снажнији 
цитотокисчни ефекат него контролни лек цисплатина на неколико ћелијских линија, 
A2780 (карцином оваријума) и HT-29 (колоректални карцином)in vitro. (148). Научна 
студија спроведена од стране Raković и сарадника је демонстрирала је да два 
синтетисана Pd(II)кмплекса имају јак антитуморски ефекат на HCT-116 ћелије in vitro. 
Осим тога, претходно поменута једињења паладијума су имала снажан антимикробни 
ефекат (149). Даље, студија дизајнирана од стране Alayyaf и сарадника демонстрирала 
је да Pd(II)комплекс делује антипролиферативно на ћелије карцинома дојке MCF-7 
(150). Једињења паладијума су снажну цитотокисчну активност демонстрирала на 
ћелије малигног меланома Sk-mel, SH-4, Colo-829иC-32 и ћелије канцера дојке MDA-
MB-231, при чему је показана снажнија антитуморска активност у поређењу са 
цисплатином (151). 

Научна студија Dutra је показала да пет Pd(II)  једињења имају снажан 
цитотоксични ефекат на MDA-MB-231 (ћелије карцинома дојке), SK-BR-3 (ћелије 
карцинома дојке), A549 (ћелије карцинома плућа), A2780 (ћелије карцинома оваријума) 
и A2780cis (циспатин-резистентникарцином оваријума) (152).Истраживање Simić и 
сарадника је показало да пет синтетисаних Pd(II)компекса демонстрира снажну 
антипролиферативну актвност на ћелије канцера простате DU-145 и PC-3. Такође, ова 
једињења паладијума су показала висок степен селективности, односно испољила су 
веома слаб цитотоксични ефекат на мелигно незмењене фибробласте MRC-5(87). 
Студија Јоксимовића и сарадника јасно је доказала да Pd(II) једињења имају веома 
снажан антитуморски ефкат на канцерске ћелије  дојке MDA-MB-231 и грлића 
материце HeLa (153). Једињења паладијума су демонстрирала слабо цитотоксично 
дејство на MRC-5 ћелије.  

На основу претходно наведених студија можемо закључити да на великом броју 
ћелијских линија различити паладијум комплекси поседују антитуморкси ефекат. Овај 
ефетак постижу активацијом спољашњег и унутрашњег апоптотског пута, застојем у S, 
G2 фази ћелијског циклуса, повећаном продукцијом реактивних кисеоничних врста 
(индукција оксидативног стреса) и инхибицијом експресије EGFR (енг. epidermal 
growth factor receptor) (146).  



25 
 

 

 

 

2. ЦИЉЕВИ И 
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Циљеви нашег истраживања су подразумевали: 

1. Дефинисање антипролиферативног дејства три синтетисана Pd(II) комплекса 
која смо обележили као Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 (C30H28N2O4Pd) и 
Pd3(C34H30N4O2Pd) на ћелије: 
a) DU-145- ћелијска линија карцинома простате 

б) PC-3- ћелијска линија карцинома простате 

в) MRC-5- ћелијска линија фибробласта. 
2. Детекција канцерских ћелија у фазама ћелијске смрти, некрозе и апоптозе након 

третмана одговарајућим Pd(II )једињењима. 
3. Дефинисање утицаја Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 (C30H28N2O4Pd) и 

Pd3(C34H30N4O2Pd) једињења на концентрацију Bax (проапоптотичног) и Bcl-
2(антиапоптотичног) молекула.  

4. Испитивање ефекта Pd(II)једињења на активирање ефекторске каспазе-3 унутар 
ћелија. 

5. Тестирање дејства Pd(II) једињења на одвијање ћелијског циклуса малигно 
измењених ћелија. 

6. Утврђивање да ли Pd(II)једињења имају антиметастатски ефекат на малигне 
ћелије карцинома простате. 
 

Хипотезе студије су следеће: 

 Новосинтетисана паладијума(II) једињења демонстрирају снажан 
антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома простате DU-145 и PC-3. 

 Тестирана паладијума(II) једињења демонстрирају слаб антипролиферативни 
ефекат на ћелије фибробласта MRC5. 

 Новосинтетисана паладијума(II) једињењапоказују висок степен селективности, 
односно имаји сигнификантни антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома 
простате DU-145 и PC-3 који је условљениндукцијом апоптозе. 

 Апоптоза малигних ћелија условљена је променом односа активног 
проапоптотског молекула Bax и антиапоптотског молекула Bcl-2.  

 Апоптоза туморских ћелија је каспаза-зависна, односно долази до повећања 
процента ћелија које емитују флуоресценцију на активну каспазу-3.  

 Новосинтетисана једињења паладијума(II) делују делују антиметастатски на 
туморске ћелије карцинома простате. 

 Испитивани комплекси паладијума(II) успоравају пролиферацију туморских 
ћелија индукцијом застоја у ћелијском циклусу. 
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Истраживање је спроведено као експериментална студија in vitro. За потребе 
експеримената користили смо хумане ћелијске линије које су доступне 
истраживачимаиз целог света. Ћелијске линије које смо у екпериментима користили 
су: 

 PC-3 
 DU-145 и 
 MRC-5 

Ћелијска линијаPC-3 је изолована из метастатске промене у костима 62-
годишњег пацијента са аденокарциномом простате градуса IV.  

Ћелијска линијаDU-145је изолована из метастатских промена у ЦНС-у 69-
годишњег пацијента са канцером простате.  

Ћелијска линија PC-3 је добијена захваљујући љубазности проф. др Срећка 
Трифуновића са Природно-Математичког Факултета. 

Ћелијска линија DU-145 је купљена захваљујући одобрењу јуниор пројекта 
Факултета медицинских наукаЈП 12/19.  

Ћелијске линије су након протокола одмрзавања пребацивене у стерилне 
фласкове намењене за ћелијске културе запремине 25 cm3. Након тога, фласкови са 
ћелијским културама су остављани у инкубатор у коме је је присутна апсолутна 
влажност и 5% CO2, чиме су испуњени услови за раст исшитиваних ћелија. Осим тога, 
температура у инкубатору је била константна и и износила је 37°С.  

За раст и одржавање тестираних ћелијских линија користили смо комплетни 
медијум који је припреман према упутству произвођача (ATCC, American Type Culture 
Collection).  

Култивација ћелија унутар фласка је омогућена до 90% конфлуентности, а 
затим је извођено ћелијско расејавање. Веома је битна чињеница да су предвиђени 
екперименти обављани искључиво у фази када долази до експоненсијалног раста 
ћелија са три узастопна понављања. Оваква поставка омогућава саму валидност 
резултата. Већина реагенаса које смо употребили у нашој студији су добијени од 
стране Сигме (Sigma, Germany).  

 Експерименти који су укључивали ћелијске линије су извођени у стерилним 
условима у ламинарној комори са вертикалним протоком ваздуха.  

  

Коришћена једињења која смо означили каоPd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 
(C30H28N2O4Pd) и Pd3(C34H30N4O2Pd) су синтетисана на Природно-математичком 
факултету од стране проф.др Марине Костић.  

Када је дефинисана структура ова триPd(II)једињења од стране проф.др Марине 
Костић, добијена количина је износила по 15mg и са том мером је рађено 
антипролиферативно дејство на ћелијске културе карцинома простате и на контролне 
фибробласте in vitro.Синтетисане комплексе смо растварали у диметилсулфоксиду 
(DMSO, dimethylsulfoxide), према препоруци истраживачаса са Природно-математичког 
факултета.  Једињења паладијума смо растварали у диметилсулфоксиду непосредно 
пред сам екперимент, али је веома битна чињеница да концентрација DMSO-а није 
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прелазила0,05% v/v.Тиме је практично спречена могућност антипролиферативног 
ефекта самог диметилсулфоксида.  

 

ИСТРАЖИВАЧКЕ ВАРИЈАБЛЕ 
Независне варијабле (узрок) наше студије су представљала три тестирана 

једињења паладијума обечежена као Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 (C30H28N2O4Pd) и 
Pd3(C34H30N4O2Pd), док су антипролиферативна активност, програмирана ћелијска 
смрт, ћелијски циклус представљале зависне варијабле (исход) нашег истраживања.  

  

ТЕСТ ЦИТОТОКСИЧНОСТИ МТТ 
 Након што смо третирали испитиване ћелије паладијум једињењима у in vitro 
условима, антипролиферативна активност потенцијалних хемиотерапеутика је 
доказивана коришћењем МТТ-теста.  

 Овим тестом се мери стопа преживљавања, односно метаболичка активност 
ћелија. Прецизније, детектујемо активност NAD(P)H-зависне оксидоредуктазе која је 
активна у живим ћелијама. Претходно поменута NAD(P)H-зависна оксидоредуктаза 
може индуковати редукцију жутог раствора тетразолијум-бромида 5mg/ml PBS-a у 
формазан, који је љубичасте боје. Уколко је NAD(P)H-зависна оксидоредуктаза  
активнија, постоји јасна индикација да је присутно више вијабилних ћелија. Да би се 
одрадила адекватна анализа неопходно је присуство контролне популације ћелија које 
нису третирне паладјум једињењеима, већ само култивисане у медијуму.  

 Антипролиферативни ефекат који је тестиран на ћелије карцинома простате PC-
3 и DU-145 и на фибробласте MRC5 је детектован у три временска интервала 24, 48 и 
72 сата. Концентрације тестираних паладијум једињења Pd1, Pd2 и Pd3су износиле од 
0,1µМ до 100µМ. Осим тога, тестиран је антипролиферативни ефекат цисплатине у 
истим моларним вредностима, а овај лек је представљао позитивну контролу у нашој 
студији.   

 Приближно око 5000  тестираних ћелија су засејаване у бунаре микротитар 
плоча од 96 бунара. Затим су ћелије остављане 24 сата у инкубатору како би се 
омогућило њихово везивање за микротитар плоче. Након тога, уследило је третирање 
ћелија синтетисаним паладијум једињењима чија је концентрација износила од 0,1µМ 
до 100µМ. Третирање ћелија петходно поменутим концентрацијама комплекса  је 
рађено у трипликату. Третман испитиваним супстанцама је трајао 24, 48 или 72 сата, а 
након тога би се одлагао супернатант и додао 10%-ни раствор тетразолијум-бромида у 
PBS-у од 0,5mg/ml. Преосталих 90% овог раствора је чинио чист медијум без 
серума.Након 2 сата раста у условима in vitro ћелија у оваквом раствору у инкубатору 
на 37°С и 5% CO2, поново би се подизао супернатант и додало би се по 200 µL DMSO-a 
у сваки бунарчић микротитар плоче. Плоче би се лагано промешале, да би се 
растворили кристали формазана у DMSO-у и апсорбанца би се очитавала на ELISA-
читачу у року од највише 30 минута. Мерили смо апсорбанцу 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. 

 

На основу претходно детектованих резулата имали смо могућност израчунавања 
IC50 вредности односно вредност половине максималне инхибиторне моларне 
концентрације. Вреднсот је детектована користећи линеарну или логаритамску 
регресију зависно од типа биолошког одговора на једињење и уз помоћ програма 
Microsoft Office Excel-a 2016.  

 

ДЕТЕКЦИЈА АПОПТОЗЕANNEXIN V/PI ТЕСТ 
Након детекције антипролиферативног ефекта Pd1, Pd2 и Pd3 једињења, 

наредни корак у нашој студији је подразумевао дефинисање начина анитуморског 
дејства на PC-3 и DU-145 ћелије. Прецизније, одређиван је релативни однос ћелија у 
апоптози и некрози уз коришћење Annexin V/PI теста, мерењем проточном 
цитометријом.  

Принцип овог теста подразумева двоструко бојење ћелија које смо у 
претходном кораку третирали IC50 вредностима паладијум једињења. Ако имамо у 
виду да смо третирали IC50 вредностимаPC-3 и DU-145 ћелије, можемо да очекујемо да 
ће око половина популације ћелија бити вијабилно. Када се процес апоптозе активира у 
ћелији, остаци фосфатидил-серина се окрећу ка спољашњој страни, а управо за 
фосфатидил-серин се везује анексин (Annexin V). Стога, јасно је да ћелије код којих се 
одиграва процес апоптозе су анексин позитивне (било да се ради о раној или касној 
апоптози). У циљу детекције апоптотичних ћелија путем проточне цитометрије за 
анексин се везујефлуоресцеин-изотиоцијанат (FITC). Пропидијум-јодид има могућност 
везивања за једро, међутим ћелије које садрже интактну плазма мембрану не везују 
пропидијум-јодид.  

За извођење експеримента смо користили FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit 
I (BD Biosciences). 

После третирања ћелија IC50 вредностима паладијум једињењима, подигли смо 
ћелије, а након тога су испране у ледено хладном PBS-у и затим растворене у пуферу за 
везивање ћелија (Binding buffer) у концентрацији од 106 ћелија/mL. Следећи корак је 
подразумевао пребацивање 100 mL суспензије ћелија у по три епрувете запремине 5 
mL. Након тога, свакој епрувети смо додали 5 mL анексина и 5 mL пропидијум-јодида 
(PI). Затим смо вортексовали ћелије и додали 400 mL пуфера за везивање ћелија . 
Последњи корак је подразумевао детекцију резултата на проточном цитометру.  

Детектоване резултате смо обрадили и презентовали уз употребу програма за 
проточну цитометрију FlowJo VX.  
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Уколико су детектване ћелије анексин негативне и пропидијум-јодид негативне 
јасно је да се ради о живим, вијабилним ћелијама. Анексин позитивне и пропидијум-
јодид негативне ћелије када се детектују налазе се у стадијуму ране апоптозе, док у 
стадујуму касне апоптозе се детектују анексин позитивне и пропидијум-јодид 
позитивне ћелије. Некротичне ћелије су анексин негативне и пропидијум-јодид 
позитивне ћелије.  

 

ДЕТЕКЦИЈА ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА  
 Након детекције апоптозе и некрозе, проучавали смо утицај паладијум једињења 
на ћелијски циклус PC-3 и DU-145 ћелија у in vitroусловима. Циљ је био детекција 
успоравања ћелијске деобе након третмана Pd1, Pd2 и Pd3. 

 Стадијуме ћелијске деобе смо детектовали применомPI бојења и мерењем тог 
односа проточном цитометријом. 

 Принцип овог теста подразумева способност везивања пропидијум-јодидаза 
молекул ДНК. Интензитет флуоресценције коју емитује пропидијум-јодид нам 
омогућава да у свакој ћелији дефинишемо јасно фазу ћелијског циклуса.   

Након третмана тестираних канцерских ћелија IC50 вредностима паладијум 
једињења ћелије смо трипсинизовали и једном опрали медијумом и два пута 
фосфатним пуфером. Потом смо ћелије фиксирали ледено хладним 70%-им етанолом и 
држали их у етанолу на 4°С најмање 1 сат (у просеку смо их држали 20-ак часова). 

Тако фиксиране ћелије бисмо следећег дана два пута опрали у ледено хладном 
фосфатном пуферу, додали 100 μg/ml RNaze и 200 μl раствора пропидијум-јодида. 
Након раста у условима in vitro у мраку на собној температури од 30 минута, додавали 
бисмо још 300 μl фосфатног пуфера и очитавали смо резултате на проточном 
цитометру.  

Резултати су касније обрађени и презентовани коришћењем програма за 
проточну цитометрију FlowJo VX .  
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ДЕТЕКЦИЈА МОЛЕКУЛА АПОПТОЗЕ  
 Након проучавања дејства комплекса палдијума на ћелијски циклус, у следећем 
кораку смо дефинисали да ли паладијум једињења активирају спољашњи или 
унутрашњи апоптотски пут. Стога, мерена је концентрација регулаторних протеина у 
апоптотоском процесу. Анализа есенцијалних протеина порграмиране ћелијске смрти 
је рађена на DU-145 ћелијској линији. Разлог лежи у томе што су тестирана Pd1, Pd2 и 
Pd3 једињења демонстрирала снажнији антипролиферативни ефекат на DU-145  у 
односу на  PC-3ћелије. Мерени протеини у овом експерименту су проапоптотични 
молекул Bax антиапоптотскимолекул Bcl-2. Осим тога, рађена је детекција ћелија у 
којима је присутна активна каспаза-3.  

 Реагенсе које смо користили 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 

Првих корак је обухвати третман испитиваних DU-145 ћелија IC50 вредностима 
сва три паладијум једињења. Након тога смо ћелије трипсинизовали и једном опрали 
медијумом и два пута ледено хладним фосфатним пуфером. После саме фиксације и 
пермеабилизације неспецифично везивање антитела смо блокирали додавањем козјег 
серума. У следећем кораку смо додавали примарно и секундарно обележено антитело.  

Након тога, у условима in vitro у мраку од 30 минута на собној температури, 
додавано је 300 μl фосфатног пуфера. Детектовани резулатати су очитани на 
проточном цитометру.  

Мерење просечног интензитета флуоресценције (Mean Fluorescence Intensity - 
MFI) за молекулеBax и Bcl-2 је вршеноизрачунавањем односа интензитета 
флуоресценције мереног молекула (raw mean channel fluorescence) и флуоресценције 
изотипске контроле.  

Детекција активне каспазе-3 на тестираним ћелијама DU-145 је спроведена тако 
што смо мерилипроценат ћелија које испољавају флуоресценцију. 

Резултати су касније обрађени и презентовани коришћењем програма за 
проточну цитометрију FlowJo VX. 
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АНАЛИЗА АНТИМЕТАСТАТСКОГ ПОТЕНЦИЈАЛА  
Један од важних одговора који желимо да добијемо приликом тестирања 

антитуморске активности сваког новосинтетисаног комплекса метала је и његово 
антиметастатско дејство. Веома је важно да поред „директног“ токсичног дејства на 
туморске ћелије које комплекси метала најчешће показују, ова једињења имају и 
могућност да умање могућност или да чак потпуно спрече појаву удаљених метастаза. 
Овакве способности комплекса могу бити последица чињенице да туморске ћелије 
показују генерално висок степен резистентости према различитим агенсима. 
Цисплатина може фантастично деловати иницијално, уништити директно највећи број 
туморских ћелија, али оне ћелије које преживе, често дају метастазе које су касније 
резистентне на нови циклус терапије цисплатином.  

Управо је ова чињеница један од главних разлога зашто се континуирано 
истражују нова антитуморска једињења, а нарочито, зашто испитујемо дејство 
такозваиих субтерапијских доза потенцијалних цитостатика на туморске ћелије.  

Антиметастатски потенцијал се испитује клоногеним тестом in vitro.  Он се 
заснива на третману јако ниским дозама лека који траје релативно дуго. Конкретно, ми 
смо испитивали дејство новосинтетисаних комплекса паладијума на туморске DU-145 
ћелије. Ћелије су култивисане на уобичајен начин у комплетном медијуму на 37 С у 
апсолутној влажности и са 5% СО2. Након постизања експоненцијалне фазе раста, 
ћелије су подигнуте трипсином, избројане и ресуспендоване у одговарајућој 
концентрацији од 100 ћелија на 3 милилитра медијума. Затим је по 100 ћелија (односни 
по 3 ml суспензије DU-145 ћелија засејавано у плоче са 6 бунара које су стављане у 
инкубатор. Следећег дана, након бројања и записивања броја „залепљених“ ћелија, 
односно броја ћелија које су успешно пребачене и остале вијабилне у плочи са 6 
бунара, у бунаре је додавано по 1ml чистог комплетног медијума или 1ml 
одговарајућег комплекса паладијума, тако да би финалне концентрације сва три 
комплекса износиле 0.1 µМ, 0.3 µМ, 1 µМ и 10 µМ. Сви експерименти су рађени у три 
понављања. Након две недеље, подигнут је медијум, ћелије су фиксиране и обојене, а 
потом је избројан број колонија које су појединачне туморске ћелије формирале након 
две недеље. Сви апсолутни бројеви су онда искоришћени да би се направио релативни 
број за сваку испитивану концентрацију комплекса, односно, фракција преживљавања 
(енг. survival fraction, SF). Ова вредност је израчуната по следећој формули: 

 

Фракција преживљавања = број формираних колонија након две недеље култивације / 
број иницијално залепљених ћелија након 24 часа 

 

Све бројчане вредности за сваку испитивану концентрацију су добијене као 
аритметичка средина за три независна експеримента ± стандардна девијација. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 
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Резултати научног рада су обухватили дефинисање антитуморских ефеката три 
новосинтетисана једињења пладијума која смо обележили каоPd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 
(C30H28N2O4Pd) и Pd3(C34H30N4O2Pd) на ћелије карцинома простате PC-3 и DU-145. 

Због структурне аналогије и клиничкепримене тестиран је и 
антипролиферативни ефекат цисплатине на малигне ћелије PC-3 и DU-145. Сама 
антипроилиферативна активност паладијум једињења и цисплатине одређивана је у 
различитим концентрацијама и у три временска интервала. Цитотоксични ефекат је 
дефинисан применом МТТ теста. 

 

АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА PC-3 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 24 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Добијени резултати су демонстрирали да применом Pd1 једињења у 
концентрацији од 30µM долази до сигнификантног антипролиферативног ефекта на 
PC-3 ћелије након 24-часовног инкубационог периода (р<0,05, графикон 1). 
Прецизније, измерена вијабилност канцерских ћелија је износила 76,2± 2,7%. Такође, 
сигнификантно антипролиферативно дејствоје показано и у концентрацији Pd1 
комплекса од 100µM (48,7±4,7%). Требанапоменути да у концентрацијама 
Pd1једињења нижим од 30µM није дошло до сигнификантног антипролиферативног 
ефекта на малигне ћелије PC-3 (р˃0,05, графикон 1).  

 Резултати студије су потврдили да је након третмана Pd2 једињења у 
концентрацији од 30µM дошло до статистички значајаног антипролиферативног ефекта 
на PC-3 ћелије (р<0,05, графикон 1). Измерена вијабилност канцерских ћелија за 
концентрацију од 30µM је износила 84,1±2,4%. Исто тако, при већој концентрацији Pd2 
једињења (100µM) показан је сигнификантни антипролиферативни ефекат на ћелије 
карцинома простате (р<0,05, графикон 1). Осим тога, уконцентрацијамаод10µM, 3µM, 
1µM, 0,3µM није дошло до снажног антипролиферативног ефекта на PC-3 ћелије.  

 Након 24-часовног третманаPC-3 ћелија Pd3 једињењем у концентрацији од 
10µMдемонстриран је сигнификантни антипролиферативни ефекат, где је вијабилност 
измерена 65,7±4,1% (р<0,05, графикон 1). Када говоримо о вишим концентрацијама 
Pd3комплекса демонстриран је статистички значајанантипролиферативни ефекат на 
ћелије карцинома простате (р<0,05, графикон 1). Насупрот томе, при нижим 
концентрацијамаPd3 једињења 3µM, 1µM и 0,3µM демонстриран је веома слаб 
антитуморски ефекат, односно не долази до сигнификантног антипролиферативног 
ефекта на канцерске ћелије ћелије (р<0,05, графикон 1).  

 После третирања цисплатином (24-часовна инкубација) на PC-3 ћелије до 
сигнификантног антипролиферативног дејства дошло је при концентрацији од 10µM, а 
измерена је вијабилност 78,8 ± 2,3% (р<0,05, графикон 1). Такође, при концентрацијама 
цисплатине од 30µM и 100µM демонстриран је сигнификантни антипролиферативни 
ефекат (р<0,05, графикон 1). Међутим, при концентрацијама 3µM, 1µM и 0,3µM није 
демонстриран сигнигикантни антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 1).  

 На основу претходних података јасно можемо закључити да након 24-часовног 
третманаPC-3 ћелија сва тестирана једињења Pd1, Pd2 и Pd3 и циспалтина испољавају 
снажан антипролиферативни ефекат.  
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Графикон 1. Антитуморско дејство паладијум једињења након 24 часа инкубације 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА PC-3 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 48 ЧАСОВА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Након 48-часовне инкубације резултати су демонстрирали да Pd1једињење у 
концентрацији од 30µM индукује сигнификантни антипролиферативни ефекат на 
канцерске ћелије (р<0,05, графикон 2). Прецизније, при концентрацији паладијум 
једињења од 30µM измерена је вијабилност малигних ћелија од 74,3± 1,4%. 
Сигнификантни антипролиферативи ефекат на PC-3 ћелије је демонстриран и при 
концентрацији од 100µM (р<0,05, графикон 2). При моларним вредностима Pd1 
комплекса од 0,3µM, 1µM, 3µM и 10µM није показан сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије простате (р˃0,05, графикон 2). 

 Тестирањем антитуморског ефекта Pd2 (48-часовна инкубација) једињења 
демонстриран је сигнификантни антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелије при 
концентрацији од 10µM (р<0,05, графикон 2). Вијабилност канцерских ћелија при овој 
концентрацији комплекса је износила 78,1± 3,1%. Такође, при концентрацијама 30µM и 
100µM демонстриран је сигнификантни антипролиферативни ефекат на малигне ћелије 
(р<0,05, графикон 2). Међутим, када говоримо о концентрацијама 0,3µM, 1µM, 3µM и 
10µM није демонстриран сигнификантни антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелије 
(р˃0,05, графикон 2). 

 При испитиваним моларностима Pd3 једињења након 48-часовне инкубације 
при концентрацији од 10µM показан је сигнификантни антипролиферативни ефекат на 
малигне ћелије (р<0,05, графикон 2). При концентрацијама лека 30µM и 100µM такође 
је дошло до снажног антитуморског ефекта на PC-3 ћелије (р<0,05, графикон 2). Када 
говоримо о нижим концентрацијама од 10µM, демонстриран је слаб антиканцерски 
ефекат односно није показан сигнификантни антипролиферативни ефекат (р˃0,05, 
графикон 2).  

 Тестирањем антитуморског дејства цисплатине након 48-часовне инкубације 
при концентрацији од 10µMпоказан је сигнификантни антипролиферативни ефекат на 
PC-3 ћелије, при чему је израчуната вијабилност 77,1± 1,9% (р<0,05, графикон 2). При 
вишим моларностима (30µM и 100µM) резултати су указали да је дошло до 
сигнификантног антитуморског ефекта на малигно измењене ћелије (р<0,05, графикон 
2). Насупрот томе, када говоримо о концентрацијама 0,3µM, 1µM, 3µM и 10µM 
резултати јасно показују да није демонстриран сигнификантни антипролиферативни 
ефекат (р˃0,05, графикон 2). 

 Можемо јасно закључити да након 48-часовне инкубације тестирани комплески 
испољавају снажан антитуморски ефекат на ћелије аденокарцинома простате.  
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Графикон 2. Антитуморско дејство паладијум једињења након 48 часова инкубације 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА PC-3 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 72 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Када смо тестирали цитотоксични ефекат Pd1једињења након 72-часа 
инкубације, резулати су указали да при концентрацији од 3µM долази до 
сигнификантног антипролиферативног ефекта на PC-3 ћелије (р<0,05, графикон 3). 
Такође, при вишим концентрацијама Pd1 (10µM, 30µM и 100µM) показан је 
сигнификантни антипролиферативни ефекат на малигне ћелије (р<0,05, графикон 3). 
Након култивације канцерских ћелија Pd1 једињењем у концентрацијама 0,3µM и 
1µMније показансигнификантни антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 3).  

 Испитивањем антитуморског ефекта Pd2 једињења (након 72-часа инкубације) 
демонстриран је сигнификантни антипролиферативни ефекат при концентрацији од 
3µM, при чему је вијабилност износила 81,8± 1,2% (р<0,05, графикон 3). Када 
говоримо о вишим концентрацијама такође је показан сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на канцерскећелијe (р<0,05, графикон 3).  Насупрот томе, 
при концентрацијама Pd2 једињењаод 0,3µM и 1µM није показан сигнификантни 
антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 3).  

 Након 72-часа инкубације концентрације Pd3 једињења од 3 µM, 10 µM, 30 µM и 
100 µM су демонстрирале сигнификантни антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелијe 
(р<0,05, графикон 3). Када говоримо о нижим концентрацијама 0,3 µM и 1 µM 
резултати су демонстрирали да није дошло до статистички значајног 
антипролиферативног ефекта ма малигно измењене ћелије (р˃0,05, графикон 3).  

Утврђивањем антитуморског ефекта цисплатине, резулатати су демонстрирали 
да при концентрацији од 10 µM долази до сигнификантног антипролиферативног 
ефекта на канцерске ћелије (р<0,05, графикон 3). При вишим концентрацијама лека 
такође је показан сигнификантни антипролиферативни ефекат (р<0,05, графикон 3). 
Насупрот томе, при концентрацијама нижим од 10 µM није демонстриран 
сигнификантни антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 3).  

На основу претходно поменутих података јасно је да су тестирана једињења 
показала снажан антитутморски ефекат на PC-3 ћелијe, што се може доказати и 
израчунатим IC50 вредностима (табела 1).  
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Графикон 3. Антитуморски ефекат паладијум једињења након 72 часа инкубације 
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Табела 1. IC50 вредности  

PC-3 

 
IC50 (µM) 

 
Pd1 

 
Pd2 

 
Pd3 

 
cisplatin 

72h  
79.3±7 

 
29.1±2 

 
8.6±0.9 

 
29.7 ± 3 

48h  
89.9±8 

 
58.6±5 

 
12.5±1 

 
21.9 ± 2 

24h  
94.1±9 

 
75.2±7 

 
38.4±3 

 
15.6 ± 1 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА DU-145 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 24 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Наша студија је демонстрирала да након примене једињења Pd1 долази до 
индукције статистички значајног антипролиферативног ефекта већ при моларности од 
30µM. Израчуната вијабилост малигних ћелија DU-145 је износила 68,2%± 3,8% 
(р<0,05, графикон 4). Осим тога, при концентрацији паладијум комплекса од 100µM 
демонстриран је сигнификантни антипролиферативниефекат (р<0,05, графикон 4). 
Када говоримо о концентрацијама Pd1 једињења нижим од 30µM није детектована 
сигнификантна антипролиферативна активност на ћелије карцинома простате (р˃0,05, 
графикон 4).  

 Након што је тестиран ефекат Pd2 једињења детективан је сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије при конентрацијима од 30µM и 100µM 
(р<0,05, графикон 4). Када говоримо о моларности 30µM вијабилност је износила 58,9± 
4,8%, док је за концентрацију Pd2 једињења од 100µM вијабилност износила 41,9± 
3,4%.  Међутим, након примене Pd2 једињења у концентрацијама нижим од 30µM није 
детектованасигнификантна антипролиферативна актинвост на ћелије карцинома 
простате (р˃0,05, графикон 4).  

 Тестиран антитуморски ефекат Pd3 једињења је показао да при моларности од 
10µM долази до сигнификантне антипролиферативне активности на DU-145 ћелије 
(р<0,05, графикон ЏЏ). При концентрацијама од 30µM и 100µM паладијум комплекса 
такође је детектована сигнификантн антипролиферативне активност (р<0,05, графикон 
4). Супротно, при моларним концентрацијама Pd3 једињења од 3µM, 1µM, 0,3µM није 
детектовано сигнификантно умањење вијабилности канцерских ћелија (р˃0,05, 
графикон 4).  

 Испитиван цитотоксични ефекат цисплатине на ћелије карцинома простате је 
демонстрирао је да при моларности од 30µM долази до сигнификатног 
антипролиферативног ефекта, при чему је вијабилност износила 64,8± 4,3%. При 
максималној моларности од 100µM демонстриран је сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије (р<0,05, графикон 4). Даље, при 
моларностима нижим од 30µM није демонстриран сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на канцерске ћелије (р˃0,05, графикон 4). 
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Графикон 4.Антитуморски ефекат паладијум једињења након 24 часа инкубације 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА DU-145 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 48 ЧАСОВА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Утврђивањем цитотоксичног дејства Pd1 детектовано је да при моларној 
концентрацији од 3µM долази до сигнификантног антипролиферативног ефекта на 
ћелије карцинома простате (р<0,05, графикон 5). Прецизније, при моларности од 3µM 
вијабилност DU-145 ћелија је износила 69,8 ±2,9%. При моларностима од 10µM, 30µM 
и 100µM детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат Pd1 једињења на 
малигно измењене ћелије (р<0,05, графикон 5). Осим тога, при концентрацијама 
паладијум једињења од 0,3 µM, 1 µM и 3 µM, није детектован сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелија након 48 часова инкубације (р˃0,05, 
графикон 5).  

 Применом Pd2 једињења у моларностима од 3 µM, 10 µM, 30 µM и 100 µM, 
након 48 часова инкубације, детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат 
на тестиране DU-145 ћелије (р<0,05, графикон 5).  Даље, при моларностима комплекса 
паладијума нижим од 3 µM није показано сигнификантно антипролиферативно дејство 
на малигно траснформисане ћелије (р˃0,05, графикон 5).  

 Након третирања DU-145 ћелија Pd3 једињењем у моларној концентрацији од 
3µM детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат, при чему је 
вијабилност млаингних ћелија износила 68,2±1,8% (р<0,05, графикон 5). Када 
говоримо о вишим конценрацијама комплекса палдијума демостриран је даљи 
антирполиферативни ефекат DU-145 ћелија (р<0,05, графикон 5). Није детектован 
сигнификантни антипролифератвни ефекат Pd3 једињења на канцерске ћелије при 
концентрацијама нижим од 3 µM (р˃0,05, графикон 5).  

 Приликом 48-часовног третмана цисплатом у концентрацији од 3 µM 
детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије, при чему 
је вијабилност износила 64,4±2,3% (р<0,05, графикон 5). Применом виших 
концентрација једињења паладијума такође је детектован је сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на малигно измењене ћелије (р<0,05, графикон 5). При 
нижим вредностима цисплатине није детектован сигнификантни антипролиферативни 
ефекат на DU-145 ћелије након 48 часова култивације (р˃0,05, графикон 5).  
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Графикон 5. Антитуморски ефекат паладијум једињења након 48 часова инкубације 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛАДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА DU-145 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 72 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Након тестираног антитуморског ефекта Pd1једињења при моларности од 3µM 
детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије при чему 
је вијаблност износила 67,9±2,9% (р<0,05, графикон 6). При вишим концентрацијама 
комплекса паладијума такође је забележен сигнификантни антипролиферативни ефекат 
на малигно измењене ћелије (р<0,05, графикон 6). Мећутим када се Pd1једињење 
тестира у нижим моларностима од 3µM не долази до сигнификантне 
антипролиферативне активности на ћелије карцинома прстате (р˃0,05, графикон 6).  

Исппитивани антитуморски ефекат Pd2 једињења на DU-145 ћелије је 
демонстрирао да већ при концентрацији од 1µM долази до сигнификантног 
антипролиферативног ефекта након 72 часа инкубације (р<0,05, графикон 6). Такође, 
при вишим моларностима детектоваан је сигнификантни антипролиферативни ефекат 
комплекса паладијума на малигно измењене ћелије (р<0,05, графикон 6). Даље треба 
напоменути да при вредностима Pd2 једињења нижим од 1µM није детектован 
сигнификантни антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије (р˃0,05, графикон 6). 

Тестирано једињење Pd3 је демонстрирало снажан антитумрско ефекат, односно 
сигнификантни антипролиферативни ефекат је детектован при концентрацији од 
1µM(р<0,05, графикон ЏЏ). При вишим вредностима паладијум једињења такође је 
детектован сигнификантни антипролиферативни ефекат на на DU-145 ћелије (р<0,05, 
графикон ЏЏ). Осим тога, при концентрацијама нижим од 1µM није детектован 
сигнификантни антипролиферативни ефекат (р˃0,05, графикон 6).  

Након 72-часа инкубационог периода DU-145 ћелија при вредностима 
цисплатине од 1µM до 100µMдетектован је сигнификантни антипролиферативни 
ефекат на тестиране DU-145 ћелије (р<0,05, графикон 6). При вредностима цисплатине 
од 1µM није показана снажна антитуморска активност комплекса палдијума. 
Прецизније, није детектован сигнификантни антипролиферативни ефекат на ћелије 
карцинома простате (р˃0,05, графикон 6).  



47 

 

Графикон 6. Антитуморски ефекат паладијум једињења након 72 часа инкубације 
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Табела 2. IC50 вредности 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Du-145 
 
IC50 (µM) 

 
Pd1 

 
Pd2 

 
Pd3 

 
cisplatin 

72h  
9.3 ± 0.9 

 
8.7 ± 0.8 

 
7.1 ± 0.8 

 
8.2 ± 0.8 

48h  
17.5 ± 1 

 
19.2 ± 2 

 
11.0 ± 1 

 
11.4 ± 1 

24h  
83.6 ± 9 

 
75.9 ± 7 

 
 48.4 ± 5 

 
22.3 ± 2 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛAДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА MRC5 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 24 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 Након што су три комплекса паладијума тестирана на две малигне ћелијске 
линије PC-3и DU-145 и показала снажан цитотокисчни ефекат, наредни корак у нашој 
студији је био испитивање саме селективности тестираних једињења. Прецизније, 
задатак је био утврђивање антипролифератиног ефекта Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 
(C30H28N2O4Pd) и Pd3(C34H30N4O2Pd) на малигно неизмењене фибробласте MRC5.  

 После 24 часа инкубације и применом Pd1 једињења, детектован је 
сигнификантни антипролиферативи ефекат на фибробласте само при конценрацији од 
100µM (р<0,05, графикон 7). Када говоримо о нижим вредностима комплекса 
паладијума није детектован сигнификантни антипролиферативни ефекат на MRC5 
ћелије (р˃0,05, графикон 7).  

 Слично као и код Pd1 једињења, при тестирању комплекса обележеног као Pd2 
детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат при концентрацији од 
100µM (р<0,05, графикон 7). При нижим вредностима Pd2 једињења није дошло до 
сигнификантног антитуморског дејства на малигно неизмењене фибробласте (р˃0,05, 
графикон 7).  

 Након тестирања Pd3 једињења при моларностима од 10µM до 100µM 
детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат на фибробласте (р<0,05, 
графикон 7). Када говоримо о нижим концентрацијама од 10µM Pd3 једињења није 
детектован сигнификантни антипролиферативни ефекат фибробласте (р˃0,05, 
графикон 7).  

 Слично као код Pd3 једињења, након примене цисплатине у вредностима од 
10µM до 100µM детектован је сигнификантни антипролиферативни ефекат на MRC5 
(р<0,05, графикон 7). Вредности испитиваног лека које су ниже од 10µM нису 
испољиче значајан антипролиферативни ефекат на фибробласте (р˃0,05, графикон 7).  
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Графикон 7. Цитотоксични ефекат једињења паладијума на малигно неизмњеним 
фиборбластима након 24 сата инкубације 

 

 

 



51 
 

АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛAДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА MRC5 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 48 ЧАСОВА ИНКУБАЦИЈЕ  

Након 48 сати инкубације и третмана Pd1 једињењем до сигнификантног 
антипролиферативног дејства на фибробласте је показано при концентрацијама од 30 
µM и 100 µM (р<0,05, графикон 8). При нижим вредностима тестираног паладијум 
комплекса није показан сигнификантни антипролиферативни фекат на MRC5ћелије 
(р˃0,05, графикон 8).  

Слично као и код комплекса Pd1, након третмана Pd2 комплексом до 
сигнификантног антипролиферативног дејства на фибробласте дошло је при 
концентрацијама од 30 µM и 100 µM (р<0,05, графикон 8).  Осим тога, при мањим 
концентрацијама комплекса није демонстриран сигнификантни антипролиферативни 
фекат наMRC5ћелије (р˃0,05, графикон 8).  

Након 48-часовног третмана MRC5ћелија једињењем Pd3 до сигнификантног 
антипролиферативног дејства на фибробласте је дошло при концентрацијама од 3 
µMдо 100 µM (р<0,05, графикон 8). При моларним концентрацијамаједињења 
паладијума нижим од 3 µM није детектован сигнификантни антипролиферативни 
ефекат на малигно неизмењене ћелије (р˃0,05, графикон 8).  

После 48 часова инкубације и третмана MRC5ћелија цисплатином до 
сигнификантног антипролиферативног ефекта је дошло при вредностима од 3µM до 
100 µM (р<0,05, графикон 8). Вредности лека ниже од од 3 µM нису показале снажан 
антипролиферативни ефекат на фибробласте (р˃0,05, графикон 8).  
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Графикон 8. Цитотоксични ефекат једињења паладијума на малигно неизмњеним 
фиборбластима након 48 часова инкубације 
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АНТИТУМОРСКИ ЕФЕКАТ ЈЕДИЊЕЊА ПАЛAДИЈУМА И ЦИСПЛАТИНЕ 
НА MRC5 ЋЕЛИЈЕ НАКОН 72 ЧАСА ИНКУБАЦИЈЕ  
 После третмана MRC5ћелија Pd1једињењем и 72 часа инкубације до 
сигнификантно антипролиферативно дејстводетектовано је при вредностима од 10µM 
до 100µM(р<0,05, графикон 9). Уколико говоримо о вредностима комплекса 
паладијума нижим од 10µM треба напоменути да није детектован сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на малигно неизмењене ћелије (р˃0,05, графикон 9).  

 Тестиран антитуморски ефекат Pd2 једињења на фибробласте демонстрирао је 
сигнификантни антипролиферативни ефекат при концентрацији комплекса од 10µM до 
100µM(р<0,05, графикон 9). Насупрот томе, ниже вредности од 10µMPd2 комплекса 
нису идуковале сигнификантни антипролиферативни ефекат на MRC5ћелије (р˃0,05, 
графикон 9).  

 Наши резултати су демонстрирали да након третмана фиборбласта Pd3 
једињењем у концентрацијама од 3µM до 100µM индукује се сигнификантни 
антипролиферативни ефекат (р<0,05, графикон 9). Ниже вредности од претходно 
поменутих нису нису показале снажан антипролиферативни ефекат на MRC5ћелије 
(р˃0,05, графикон 9).  

 Применом цисплатине резултати су демонстрирали да у концентрацијама од 
3µM до 100µM  долази до сигнификантног антипролиферативног дејства на 
MRC5ћелије (р<0,05, графикон 9). Као и код Pd3 једињења, ниже вредности 
цисплатине од 3µM  нису индуковале сигнификантни антипролиферативни ефекат 
(р˃0,05, графикон 9).   
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Графикон 9. Цитотоксични ефекат једињења паладијума на малигно неизмњеним 
фиборбластима након 72 сата инкубације 
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Табела 3. IC50 вредности 
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ЈЕДИЊЕЊА ПАЛДИЈУМА ИНДУКУЈУ АПОПТОЗУ 
 Претходно описани статистички подаци везани за антитуморску активност три 
комплекса паладијума Pd1, Pd2 и Pd3 указују да постоји снажно антипролиферативно 
дејство на ћелије карцинома простате PC-3 и DU-145. Са друге стране, важно је 
напоменути да је антипролиферативни ефекат претходно поменутих једињења значајно 
слабији на фибробласте. Стога, наредни циљ нашег истраживања је дефинисање којим 
типом ћелијске смрти се индукује снажан антипролиферативни ефекат на канцерске 
ћелије ова три једињења палдијума. Ћелије које смо користили експериментално су 
третиране IC50 вредностима паладијум једињења након 24 часа култивације. За анализу 
и добијање валидних резултата о типу ћелијске смрти користили смо Annexin V/7AAD 
методологију.  

 После 24-часовне инкубације без третрамана једињењењима паладијума на DU-
145ћелије (што у нашем случају представља контролну популацију ћелија), око 87% 
детектованих ћелија је било вијабилно. Даље, око 3% испитиваних малигних ћелија се 
налазило у стадијуму почетне апоптозе, док је око 10% ћелија детектовано у стадијуму 
некрозе. На основу претходно поменутих чињеница можемо јасно закључити да су 
нетретиране DU-145 ћелије у највећем проценту биле вијабилне.  

Тестирањем Pd1 једињења након 24 часа инкубације детектовано је око 58% 
вијабилних испитиваних малигних ћелија ћелија. Такође, детектовано је око 37% DU-
145 ћелија у стадијуму ране апоптозе, док се око 2,5% ћелија налазило у стадијуму 
касне апоптозе. Преосталих 2,5% тестираних канцерских ћелија детектовано је у фази 
некрозе. Стога, можемо закључити да у присуству Pd1 једињења долази до индукције 
ране апоптозе DU-145 ћелија, ако поредимо са контролном нетретираном популацијом 
ћелија.  

Применом Pd2 једињења, проценат вијабилних DU-145 ћелија је износио око 
55%, док се у стадијуму ране апоптозе налазио око 40% испитиваних ћелија. Даље, око 
3% канцерских ћелија је детектовано у стадијуму касне некрозе, док се 2% ћелија 
налазило у стадијуму некрозе. На основу претходно наведених чињеница, јасно је да у 
присуству Pd2 комплекса се активира процес ране апоптозе DU-145 ћелија, ако 
поредимо са популацијом ћелија које нисмо третирали комплексима паладијума.  

Истраживање је показалао да након примене Pd3 једињења детектовани 
проценат вијабилних DU-145ћелија је износио око 55%. Осим тога, око 39% 
тестираних канцерских ћелија је детектовано у стадијуму ране апоптозе, док веома 
мали проценат је детектован у стадијумима касног апоптотског процеса и некрозе. 
Резултати јасно указују да у присуству Pd3 једињења активира се процес ране апоптозе 
DU-145 ћелија, ако поредимо резулатате са контролном нетретираном популацијом 
(графикон 10).  

 Сва испитивана једињења Pd(II)свој сигнификантни антипролиферативни 
ефекат наDU-145 ћелије карцинома простате остварују активацијом ране апоптозе. 
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Графикон 10. Детекција апоптозе 
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КОМПЛЕКСИ ПАЛАДИЈУМА И ЋЕЛИЈСКИ ЦИКЛУС  
 У процесу малигне трансформације есенцијалну улогу има инхибиција процеса 
апоптозе и поремећај регулације ћелијског циклуса. Већина хемиотерапеутика који се 
клинички примењују свој антиканцерски ефекат остварује активирањем апоптотског 
пута и индукцијом застоја ћелијског циклуса.  

Тестирана паладијум једињења Pd1, Pd2 и Pd3 према претходно приказаним 
резултатима своје антипролиферативно дејство остварују индукцијом апоптозе. У 
следећем кораку истраживања циљ је био показати да ли претходно наведена једињења 
свој антиканцерски ефекат остварују искључиво активацијом апоптозе или утичу и на 
ћелијски циклус. Прецзиније, да ли комплекси паладијума активирају оба претходно 
поменута механизма и тиме демонстрирају снажан антитуморски ефекат.  

 Контрола у овом случају су канцерске DU-145 ћелије које нису третиране 
једињењима паладијума. Након 24 часа инкубациног периода детектовали смо 
проценат малигно трансформисаних ћелија које су у G0/G1, S и G2/M фази. 

 Када говоримо о контролној популацијиDU-145 ћелија, након 24 часа 
инкубације око 43% ћелија је детектовано у G0/G1 фази ћелијске деобе, а у S-фази 
ћелијске деобе детектовано је 34,4% канцерских ћелија. Преосталих 22,6% малигних 
ћелија је детектовано у G2/M фази ћелијске деобе. На основу претходно поменутих 
података можемо рећи да се највећи проценат ћелија у контролној популацији налазио 
у G0/G1фази.   

 Након примене Pd1једињења у in vitroусловима65,3% малигнихћелија је 
детектовано у G0/G1 фази ћелијске деобе. У следећој S-фази ћелијске деобе се 
налазило 3,7% ћелија, док је у G2/M фази детектовано око 31% малигних ћелија. У 
поређењу са контролном нетретираном популацијом ћелија, можемо рећи да је дошло 
до статистички сигнификантне измене процената ћелија које су се налазиле у G0/G1 
фази циклуса.  

 Наше истраживање је демонстрирало да након примене Pd2 једињења и 24-
часовне инкубације у G0/G1 фази ћелијске деобе је детектовано 67% DU-145 ћелија, 
док је у S-фази ћелијске деобе детектовано 16,6%. Преосталих око 16% малигних 
ћелија је детектовано у G2/M фази ћелијске деобе. Резултати нам јасно показују да 
статистички значајан пораст процената ћелија у односу на контролну популацију 
(нетретиране DU-145 ћелије) је детектован у G0/G1 фази ћелијског циклуса.   

 После третмана комплексом Pd3, проценат DU-145ћелија дететектованих у 
G0/G1 фази ћелијске деобе је износио 61,5%. У следећој, S-фази ћелијске деобе 
детектовано је 23% малигних ћелија, а у G2/M фази тај проценат износио око 16%. Као 
и код претходних резлтата и овде постоји статистичка значајаност у G0/G1 фази 
ћелијске деобе у односу на контролну популацију који чине нетретиране DU-145 
ћелије (графикон 11).  

 Све претходно наведене чињенице нам јасно указују да осим индукције 
апоптозе једињења обележена као Pd1, Pd2 и Pd3 могу индуковати застој ћелијске 
деобе у G0/G1 фази. Прецизније, можемо са сигурношћу рећи да је сигнификантни 
антипролиферативни ефекат на ћелије карцинома простате постигнут комбинацијом 
пртеходно поменута два механизма.  
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Графикон 11. Детекција фаза ћелијског циклуса 
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АКТИВАЦИЈА АПОПТОЗЕ 
 Индукција апоптотског пута је могућа на два начина, активацијом рецептора 
смрти (везивањем комплементарног лиганда) који је локализован на ћелијској 
мембрани (спољашњи пут) или оштећењем ћелијских структура (митохондријални 
пут). Оно што је заједничко за оба претходно поменута механизма је активација 
проапоптотских протеина и каспаза.  

 Карактеристично за митохондријални каскадни апоптотски пут је промена у 
конентрацији есенцијалних протеина који активирају процес и антиапоптотских 
протеина. Прецизније, да би се сам процес одиграо неопходан је пораст концентрације 
Bax протеина који активира програмирану ћелијску смрт као и смањење концентрације 
Bcl-2молекула који инхибира процес апоптозе. Сама повећана концентрација 
Baxмолекула условљава повећану пропустљивост митохондријалне мембране, чиме 
заправо се ослобађа цитохром с. Даље ослобађање ослобађања цитохрома с (присуство 
у цитоплазми) ће довести до активације каспаза-3.  

 Након што су резултати наше студије демонстрирали да једињења Pd1, Pd2 и 
Pd3 свој антипролиферативни ефекат остварују индукцијом ране апоптозе и 
инхибицијом одвијања ћелијског циклуса, следећи корак је подразумевао проучавање 
механизма апоптозе. Прецизније да ли тестирана једињења паладијума индукују 
спољашњи или унутрашњи апоптотски пут.  

 Како би јасно дефинисали механизам апоптозе обележили смо DU-145 ћелије 
одговарајућим примарним и секундарним антителима за молекуле Bax, Bcl-2 и каспазу-
3. Затим смо дефинисали концентрацију ових молекула на основу мерења просечног 
интензитета флуресценције (eнг. MFI - mean fluorescence intensity). Осим тога, 
дефинисан је проценат канцерских ћелија које емитују фулоресценцију уз коришћење 
проточног цитометра.  

 Резултати студије су дефинисали да тестирана једињења Pd1, Pd2 и Pd3 снажан 
атипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије остварују индуковањем митохондријаног 
апоптотичног пута. Сва три тестирана паладијум једињења су индуковала 
сигнификантни пораст просечног интензитета флуоресценције (MFI) Bax молекула ако 
поредимо резулатате са контролном популацијом ћелија где нисмо додавали 
испитиване комплексе. Прецизније, ако говримо о DU-145 нетретираним ћелијама 
просечан интензитет флуоресценције за тестирани Bax молекул је износио 15. Нсупрот 
томе, када говоримо о третираним DU-145 ћелијама MFIBax молекула за Pd1 је 
износио 29, за Pd2 39 и Pd3 53. 

 Након примене Pd1, Pd2 и Pd3 једињења дошло је до сигнификантног пада 
просечног интензитета флуоресценције (MFI) када говоримо о антиапоптотском Bcl-2 
молекулу ако поредимо са контролном популацијом канцерских DU-145 ћелија. 
Прецизније, код контролне популација детектовани MFI за Bcl-2 молекул је износио 
54. Ако говоримо о третираним DU-145 ћелијама MFI за Pd1, Pd2 и Pd3 је измерен 
редом 48, 40, 29.  
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 Сви демонстрирани резултати указују на чињеницу да је код DU-145 ћелија које 
су третиранеPd(II)једињењима дошло до промене (смањења) односа Bcl-2/Bax 
молекула чија је вредност за Pd1, Pd2 и Pd3 износила 1,65, 1,02 и 0,5.  

 Пошто је показано да је дошло до промене у концентрацијама регулаторних 
молекула унутрашњег пута апоптозе, наредни корак у нашем истраживању је 
подразумевао мерење концентрације каспазе-3.  

Након тестирања Pd1, Pd2 и Pd3 једињења детектован је сигнификантно 
повећан број канцерских DU-145 ћелија које емитују флуоресценцију када поредимо 
резулатате са контролом (ћелије које нису третиране комплескима паладијума). Ово је 
још један параметар који нам јасно указује на чињеницу да када говримо о тестираним 
паладијум једињењењима, доминантни антипролиферативни ефекат на DU-145 ћелије 
се постиже активацијом митхондријалног апоптотског пута.  
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Графикон 12.  Детекција регулаторних протеина апоптозе 
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ФРАКЦИЈА ПРЕЖИВЉАВАЊА 
Након спроведеног тестирања броја ћелија које образују колоније при третману 

DU-145 ћелија ниским дозама комплекса паладијума, добили смо следеће резултате.  

Дугорочни антипролиферативни ефекат Pd(II) комплекса је тестиран 
коришћењем клоногеног теста. Сва тестирана једињења су показала значајан 
антипролиферативни ефекат, који је био зависан од дозе, а најизраженији ефекат је 
откривен након третмана са комплексом Pd3. 

 

 

 Графикон 13. Фракција преживљавања (Survival fraction, SF) паладијум комплекса на 
DU-145 ћелије. Резултати су приказани као аритметичка средина ± стандардна 
девијација. 

Показано је да чак и при веома ниским дозама од само 0,1 µМ долази до 
смањења процента ћелија које образују колоније на мање од 60%. То значи да чак и 
при дозама које немају никакав цитотоксични утицај на DU-145 ћелије, долази до 
значајног смањења потенцијала да ове ћелије образују колоније, односно да у 
клиничким околностима дају удаљене метастазе.  
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Канцер је веома озбиљни здравствени проблем, посебо имајући у виду да све 
већи број млађе популације обољева од различитих типова малигнитета. Када 
говоримо о настанку малигнитета можемо рећи да у развоју учествује више фактора. 
Стога, можемо рећи да је канцерогенеза веома сложен и вишестепени процес, који 
временски може трајати дуго. Есенцијална ствар када говоримо о малигнитетима је 
неконтролисана пролиферација генски измењених ћелија. Неке канцерске ћелије се 
веома споро мултипликују, док поједине канцерске ћелије се брже деле у односу на 
малигно неизмењене ћелије. Стога, можемо извести закључак да тврдња да се 
канцерске ћелије услед неконтролисане деобе брже деле у односу на малигно 
неизмењене ћелије није исправна. Брзина пролиферације канцерске ћелије зависи 
апсолутно од типа малигнитета (3,142, 143).  

Да би ћелија малигно пролиферисала кључни кораци су активација прото-
онкогена у онкогене, инактивација тумор супресорских гена. Осим тога, развој 
малигнитета обухвата и генске лезије у антиапоптотском систему. Веома је битно 
напоменути да су активациони сигнални путеви апоптозе код канцерских ћелија 
инактивирани чиме је избегнута програмирана ћелијска смрт. Даље, раст и развој 
тумора је уско повезан са допремањем хранљивих састојака путем процеса који 
називамо ангиогенеза. Након што малигно измењена ћелија продукује различите 
факторе раста то ће условити развој нових крвних судова, чији крајњи ефекат је увећње 
туморске масе. У процесу малигне трансформације канцерске ћелије дедиферентују, 
губе своју физиолошку улогу, што им омогућава неконтролисан раст и пролиферацију 
као и лошију прогнозу приликом терапије (3, 142). У физиолошким условима свака 
ћелија има одређену улогу и ,,предодређену“ локацију где се налази. Када говоримо о 
малигно измењеним ћелијама треба поменути њихову могућност лучења ензима који 
својом каталитичком активношћу оштећују екстрацелуларни матрикс и као последица 
тога канцерска ћелија продире кроз ткиво. Најчешће се ради о хипепродукцији 
металопротеиназа, ензима који омогућавају инвазивност малиго измењених ћелија. 
Стварање метастаза од стране примарног тумора (ширење канцера на друга ткива) се 
врши путем лимфних и крвних судова или одвајањем у шупљине тела. Секундарне 
метастатске промене (настале од примарног тумора) најчешће се детектују у 
одређеним ткивима, на пример канцер дојке даје метастатске промене најчешће у 
плућима и мозгу док канцер простате метастазира најчешће у костима (3, 142).  

У циљу ефикасне и успешне антиканцерске терапије неопходно је детаљно 
познавање процеса развоја малигнитета и биохемијских сигналних путева коју 
учствују у канцерској трансформацији. Можемо рећи да већина хемиотерапеутика 
своју антиканцерску активност испољава оштећењем ДНК молекула и активацијом 
апоптотског пута (142, 143). Проблем који се јавља приликом примене 
хениотерапеутика је неселективност односно истовремено цитотоксично дејство на 
малигно неизмењене ћелије, посебно ћелије које се брзо мултипликују. Дакле из 
претходно наведене чињенице јасно је да може доћи до оштећења коштане сржи, 
различитих ткива и органа, успореног зарастања рана, алопеције итд (142).  

Можемо закључити да би проналажење иновативних лекова који ће 
демонстрирати висок степен селективности према туморским ћелијама (мању 
цитотоксичност према здравим ћелијама) и тиме смањити могућност за настанак 
резистенције и нежељених ефеката било императив.  
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Стога велики број научних публикација нам показује да различити комплекси 
метала имају обећавајућу будућност када је у питању терапија различитих 
малигнитета. Веома често се може видети у научним публикацијама да је 
антитуморски ефекат снажнији у односу на цисплатину као и да је степен 
селективности знатно већи (146, 85). Први корак који се мора дефинисати да бисмо 
тврдили да је лек потенцијални хемиотерапеутик са снажним антипроилиферативним 
дејством је vitro тестирање уз помоћ МТТ теста. 

Наше истраживање је подразумевало тестирање антипролиферативног ефекта 
три новосинтетисаних Pd(II)једињења које смо обележавали као Pd1, Pd2 и Pd3на 
ћелије канцера простате PC-3 и DU-145. Осим канцерских ћелија користили смо у 
експериментима и малигно неизмењене фибробласте MRC5. Такође, у циљу 
детаљнијег антитуморског испитавања користили смо цисплатину као лек који се 
клиничи користи, при чему је то заправо била контрола.  

Разултати су показали да Pd1 комплекс након 24h инкубације показује умерен 
антипролиферативни ефекат на DU-145и PC-3 ћелије при чему су израчунате IC50 
вредност износиле 83.6µМ и 94.1µМ. Сличан ефекат ово једињење је показало и на 
фибролбласте. Једињење Pd2 је такође демонстрирало након 24h инкубације умерен 
антипролиферативни ефекат на свим тестираним ћелијским линијама DU-145, PC-3и 
MRC5 (IC50 вредности су износиле редом 75.9µМ, 75.2µМ и 87.7µМ). Комплекс 
Pd3након 24h инкубационог периода за разлику од претходно два поменута једињења 
паладијума је демострирао снажнији цитотокисчни ефекат на малигне ћелије 
карцинома простате где су IC50 вредност су износиле 48.4µМ и 38.4µМ. Посебно треба 
напоменути да једињење Pd3 је демонстрирало веома слаб антипролиферативни ефекат 
на фибробласте, IC50 вредност је излосила 80.7µМ.  Можемо закључити да је након 24 
сата инкибационог периода Pd3демострирао најснажнији антитуморски ефекат на 
ћелије канцера простате. 

Очекивано, снажнији антитуморски ефекат Pd1 комплекс је демонстрирао након 
48 часа инкубације на DU-145и PC-3 ћелије где су IC50 вредност износиле 17.5µМ и 
69.8µМ. Када говоримо о фибробластима Pd1 једињење је показао веома слаб 
антирполиферативни ефекат, IC50 вредност је 92.4µМ. Једињење Pd2 након 48 часова 
инкубације је показало снажан антипролиферативни ефекат на DU-145и PC-3 ћелије, 
док је веома слаб цитотоксични ефекат демонстриран ан фибробласте (IC50 вредности 
су износиле редом 19.2µМ 58.6µМ и 78.5µМ). Комплекс Pd3 је показао снажан 
анитуморски ефекат на тестиране канцерске ћелије (IC50 вредности су износиле 11µМ и 
12.5µМ) док је снажан антипролиферативни ефекат на фибробласте као и код других 
тестираних једињења изостао. 

 Након 72 часа инкубације сва три тестирана једињења паладијума Pd1, Pd2 и 
Pd3 демонстрирала су снажан антирполиферативни ефекат на DU-145и PC-3 ћелије. 
Када говоримо о фибробластима Pd1 једињење је испољило веома слаб цитотоксични 
ефекат при чему је IC50 вредност износила 83µМ. За разику од претходно поменутог 
једињења комплекси обележени као Pd2 и Pd3 су демонстрирали умерен цитотоксични 
ефекат на малигно неизмњењене фибробласте при чему су IC50 вредности су износиле 
49.2µМ и 42.3µМ.  
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Цисплатина је у сва три инкубациона периода, слично као и паладијум 
комплекси, показала снажан антипролиферативни ефекат на DU-145и PC-3 канцерске 
ћелије. Ипак треба напоменути да за разлику од три тестирана Pd(II) једињења где је 
снажан цитотокисчни ефекат на фибробласте изостао, овај лек је показао снажан 
антипролиферативни ефекат и на фибробласте, односно показана је јасна 
неселективност.  

Уколико бисмо   посматрали израчунате IC50 вредности дошли би до закључка 
да јенајснажнији антипролиферативни ефекат показо Pd3 комплекс на DU-145 
канцерске ћелије. Такође, јасно је да са повећањем инкубационог периода повећава се 
и цитотоксичност тестираних једињења као и цисплатине. Иако је снажан 
антипролиферативни ефекат постигнут на обе тестиране малигне ћелијске линије, ипак 
посматрајући добијене IC50 вредности можемо рећи да су сва три једињењаизраженије 
антиканцерско дејство показано на DU-145 ћелије.  

Постоји велики број научних публикција која доказују да је паладијум 
есенцијална структурна компонента у сваком Pd(II) једињењу (у чију структуру улазе 
одговарајући лиганди) када говоримо о in vitro истраживањима.  

Истраживање Simić и сарадника је тестирало антипролиферативни ефекат пет 
Pd(II) једињења обележена C1-C5 на канцерске ћелије DU-145 и PC-3. Осим тога, као и 
у нашој студији, фибробласти су представљали контролну ћелијску линију. 
Истраживање је јасно показало да са порастом инкубационог периода свих пет 
паладијум једињења демонстрирају снажан антитуморски ефекат на обе тестиране 
ћелијске линије карцинома простате. Најбољи ефекат је показао комплекс обележен 
као С1 на PC-3 ћелије. Можемо рећи да је цитотоксични потенцијалC1-C5 на 
канцерске ћелије простате сличан нашим Pd1, Pd2 и Pd3 једињењењима. Међутим, 
треба напоменту да је студија Simić и сарадника такође тестирала антипролиферативну 
активност одговарајућих лиганада који су обележени као L1-L5, при чему је јасно 
показано да лиганди индукују веома слаб антипролиферативи ефекат на DU-145 и PC-3 
ћелије. Ово јасно показује значај паладијума у самој структури C1-C5 комплекса, без 
присуства паладијума не испољава се цитотоксични ефекат. За разлику од претходно 
поменутог истраживања, у нашој студији нису испитивани одговарајући лиганди који 
су чинили структурну компоненту наших једињења. Треба истаћи да комплекси C1-C5 
нису смањили у великој мери стопу пролиферације фибробласта, тако да су забалежене 
високе IC50 вредности око 200µМ. Ако упоредимо резултате са нашим истраживањем, 
долазимо до јасног закључка да наша три једињења паладијума су показала мањи 
степен селективности у односу на комплексе који су тестирани од стране Simić и 
сарадника (87).  

Студија спроведена од стране Hussain и сарадника је такође показала да серија 
Pd(II) једињења испољава јак антитуморски ефекат на  ћелије карцинома дојке MDA-
MB-231 и MCF-7, при чему је антиканцерски ефекат једињења обележеног као 
[Pd(L1)(CH3CN)] био најснажнији. Иако истраживање није спроведено на ћелијске 
линије карцинома простате, као што је то случај у нашој студији, ипак можемо свакако 
рећи да есенцијална компонента за анитутморску активност је присуство 
паладијума(154). 

Истраживање спроведено од стране Mbugua и сарадника је обухватило 
тестирање антитуморске активности три паладијум једињења обележена као C1,С2,C3 
на великом броју канцерских ћелијских линија Caco-2 (колоректални карцином), HeLa 
(карцином грлића материце), HepG2 (карцином јетре), MCF-7(карцином дојке), и PC-3 
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(карцином простате). Такође, испитивана је антитуморска активност одговарајућих 
лиганада који су обележени као L1-L3. Једињења обележена као C1 и C3 су показала 
снажан антипролиферативни ефекат на PC-3 ћелије карцинома простате, слично као и 
наша тестирана једињења. Такође, једињење C3 је демонстрирало веома јак 
антитуморски ефекат на преостале туморске ћелијске линије Caco-2, HeLa, HepG2 и 
MCF-7. Битно је напоменути да је снажан антитуморски ефекат када говоримо о 
лигандима L1-L3 изостао на свим претходно поменутим малигним ћелијским линијама. 
Наше истраживање није обухватило тестирање одговарајућих лиганада. Јасно је да је за 
потенцијални цитотокисчни ефекат C1,С2,C3 од есенцијалног значаја присуство 
паладијума  (155).  

Студија Jakovljevic и сарадника је обухватила тестирање антитуморског дејства 
три пладијум комплекса обележена као Pd1, Pd2 и Pd3 на ћелије карцинома дојке 
MCF-7 and MDA-MB-231. Комплески Pd1 иPd2 су показали умерени антитуморски 
ефекат на ћелије карцинома дојке, док је Pd3комплекс показао веома снажан 
цитотоксични ефекат на MCF-7 and MDA-MB-231. Комплекс Pd3 је демонстрирао 
снажнији антирполиферативни ефекат на MCF-7 and MDA-MB-231 у односу на 
цисплатину. Такође Pd1 иPd2 комплески су покзали веома слаб цитотоксични ефекат 
на фибробласте док је Pd3 демонстрирао умерен антипролиферативни ефекат на 
MRC5. Можемо закључити да је Pd3 комплекс који је тестиран од стране Jakovljevic и 
сарадника имао сличан ефекат на фибробласте као и наша паладијум једињења(156) . 

Публикација рада о стране Omondi и сарадника нам јасно указује да четири 
тестирана палдијум једињења обележена као PdL1, PdL2, PdL3и PdL4 демонстрирају 
веома снажан антипролиферативни ефекат на канцерске HeLa ћелије. Једињења PdL1, 
PdL2, PdL3 за разлику од наших комплекса, показују низак степен селективности. 
Прецизније демонстрирају снажан антипролиферативни ефекат на контролну ћелијксу 
популацију фиборбласте MRC-5. Једињење PdL4, слично нашим комплексима, је 
показало веома слаб антипролиферативни ефекат на фиборбласте(157). 

 Као што је напоменуто у одељку у коме је описана детаљно апопотоза, јасно је 
да ,,избегавање“ апоптозе је један од механизама који омогућава активну 
пролиферацију малигно измењених ћелија. Прецизније, основу апоптозе чини један 
сложени биохемијски механизам чија улога у физиолошким условима је од 
есенцијалног значаја за сваку ћелију. Такође, треба поменути да индукција 
програмиране ћелијске смрти укључује два сигнална пута, спољашњи и унутрашњи. Да 
ли ће се процес програмиране ћелијске смрти активирати у ћелији искључиво зависи 
од регулаторних молекула као и њихових концентрација унутар ћелије. Ако говоримо 
о унутрашњем механизму апоптотског пута, постоје регулаторни протеини Bcl-2 
фамилије чија је есенцијална улога у контроли пропустљивости митохондријалне 
мембране. Прецизније, постоји јасна подела Bcl-2 молекула на основу улоге, 
антиапоптотични молекули (Bcl-2) и проапоптотични протеини (Bax). Да ли ће се 
процес програмиране ћелијске смрти индуковати, или пак инхибирати, зависиће од 
односа концентрације Bax/Bcl-2 (12).  

 Резултати нашег рада јаснo указују да применом паладијум једињења 
обележеног као Pd1долази до индукције апоптотског пута, односно највећи проценат 
ћелија канцера простате је детектован у раној апоптози. Веома мали проценат је 
детектован у некрози. Тестирано једињење Pd2 свој антипролиферативни ефекат 
испољава активацијом ране апоптозе, односно канцерске ћелије простате су 
детектоване у највећем проценту у претходно поменутој фази. Као и претходна два 
тестирана једињења, Pd3 комплекс је индуковао рану апоптозу DU-145 ћелија. 
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Можемо закључити да је цитотоксично дејство сва три комплекса засновано на 
индукцији апоптозе DU-145 ћелија.  

Студија Simić и сарадника је тестирала механизам антитуморског дејства 
паладијум комплекса који су обележени као C1-C5 на канцерске ћелије DU-145 и PC-3. 
Сва претходно поменута једињења су свој снажан антитуморски ефекат на DU-145 и 
PC-3 ћелијске линије испољила активирањем ране апоптозе. Резлтати ове студије су 
слични као и резултати нашег истраживања (87).  

Студија Jakovljevic и сарадника je проучавала механизам антипролиферативног 
ефекта три комплекса пладијума (Pd1, Pd2 и Pd3) на ћелије канцера дојке MCF-7и 
MDA-MB-231. Једињења Pd1 и Pd2 свој антитуморски ефекат на MCF-7 ћелијесу 
остварила активацијом касне апоптозе, док је Pd3 једињење индуковало рану апоптозу. 
Насупрот томе, једињења Pd1, Pd2 и Pd3 свој антипролиферативни ефекат на MDA-
MB-231 ћелијској линији су остварила искључиво активацијом ране апоптозе. Иако 
претходно поменута студија није рађена на ћелијама канцера простате, као што је то 
урађено у нашем истраживању, ипак можемо закључити да су резултати слични као и у 
нашој студији. Прецизније, основу снажног антипролиферативног ефекта чини 
индукција апоптозе (156). 

Истраживање спроведено од стране Valentini и сарадника је демонстрирало 
резлтате који су слични нашем истраживању. Прецизније, тестирано палдијум 
једињење је индуковало процес апотпозе на LnCaP, PC3, DU145 ћелијске линије 
канцера простате (158). 

Публикација Ulukayaи сарадника је демонстрирала да паладијум једињење 
индукује умањење стопе вијабилности ћелијских линија канцера простате индукцијом 
програмиране смрти, чиме је ово истраживање у сагласности са истраживањем у  
нашој студији (159). 

Да би се процес канцерогенезе активно развијао неопходно је да дође до 
поремећаја у молекуларном механизму ћелијске деобе. У физиолошким условима овај 
процес служи да се једна ћелија подели на две нове, при чему мора доћи до 
удвостручавања саставних делова саме ћелије која се дели. Како не би дошло до 
поремећаја ћелијске деобе и неконтролисане поделе, ћелијски циклус је строго 
регулисан ''checkpoints'' тачкама. Ове тачке су кључни механизам где је могуће 
,,поправити“ грешке у току деобе. Дакле, осим ,,избегавања“ апоптозе за малигну 
трансформацију је неопходно и пореметити молекуларни механизам ћелијског циклуса 
(142).  

Наша студија је проучавала утицај тестираних паладијум једињења на одвијање 
ћелијског циклуса, када говоримо о канцерским ћелијама простате DU-145. Након 
третмана Pd1, Pd2 и Pd3 јасно је показано да долази до застоја у G0/G1 фази туморских 
ћелија. Стога, механизам антипролифератвног ефекта наших паладијум једињења се 
заснива на индукцији апоптозе и застоју ћелијског циклуса.  

Истраживање Simić и сарадника је проучавало утицај комплекса паладијума C1-
C5 на ћелијски циклус DU-145и PC-3 канцерских ћелија. Резултати овог истраживања 
су јасно демонстрирали да једињење обележено као C1 не доводи до заустављања 
ћелијског циклуса PC-3 ћелија, већ је активација апоптозе кључни механизам када 
говоримо о цитотоксичности овох једињења. Даље, једињења C2-C5 прекидају 
ћелијску деобу у G2/M фази PC-3 ћелија. Када говорио о следећој ћелијској линији DU-
145, једињења С1, С3, С4 и С5 прекидају ћелијску деобу у G0/G1 фази. Ови резултати 
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су у сагласноти сарезулатима добијеним у нашој студији. Преостало једињење 
обележено као С2 је инхибирало ћелијску деобу DU-145ћелија у S фази (87).  

Истраживачки тим који чине Hassonaи сарадници је у својој публикацији 
показао да тестирани паладијум комплекс осим индукције апоптозе доводи и до застоја 
ћелијског циклуса у G0/G1 фази канцерских ћелија. Резултати добијени у овој студији 
су слични као и резултати дефинисани у нашем истраживању (160). 

Студија спроведена од стране Li и сарадника је демонстрирала да палдијум 
једињења свој антипролиферативни потенцијал испољавају инхибицијом ћелијске 
деобе у Sфази. За разлику од резултата које је показала претходно поменуа студија, 
наши разултати доказују застој у G0/G1 фази(161). 

Када говоримо о антитуморској активности Pd(II)комплекса која је повезана са 
ћелијским циклусом, на основу свега претходно наведеног долазимо до закључка да 
различита једињења паладијума могу инхибирати ћелијски циклус у различитим 
фазама.  

У нашем истраживању показано је да приликом примене комплекса обележених 
као Pd1, Pd2, Pd3 долази до повећања експресије проапоптотског молекула Bax код 
DU-145 тестираних канцерских ћелија. Овакав пораст проапототског молекула Bax 
праћен је статистички значајним смањењем концентрације антиапоптотичног протеина 
Bcl-2. Можемо закључити да тестиране супстанце смањују однос Bcl-2/Bax и 
активирају митохондријални пут апоптозе. Осим тога, код тестиране ћелијске линије 
детектован је и повећан проценат ћелија где се налази активна форма егзекуторске 
каспазе 3.  

Студија Simić и сарадника је показала да комплекси паладијума C1-C5 индукују 
процес апоптозе код DU-145 и PC-3 канцерских ћелија. Прецизниије свој 
антипролиферативни ефекат ова једињења остварују смањењем односа Bcl-2/Bax и 
активацијом каспазе 3 (87). Добијени разултати у овој студији у сагласности са 
резулатима добијеним у нашој студији.  

Истраживање Jakovljevic и сарадника је показало да тестирани комплекси 
паладијума индукују апоптозу код канцерских ћелија MCF-7 и MDA-MB-231. 
Прецизније свој антипролиферативни ефекат остварују индукцијом унутрашњег 
митохондријалног пута смањењем односа Bcl-2/Bax и активацијом каспазе 3. Добијени 
резултати у овом истраживању су у сагласности са резулатима добијеним у нашем 
истраживању (156).  
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6. ЗАКЉУЧАК 
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На основу спроведене студије можемо закључити да три новосинтетисана 
једињења пладијума која смо обележили као Pd1(C28H24N2O4Pd), Pd2 (C30H28N2O4Pd) и 
Pd3(C34H30N4O2Pd) демонстрирају веома снажанан антивијабилни ефекат на ћелије 
карцинома прпостате DU-145и PC-3 у in vitro условима. Снажан антивијабилни ефекат 
ових једињења је омогућен индукцијом ране апоптозе. У тестираним малигним 
ћелијама једињења паладијума свој антитуморски ефекат остварују и услед индукције 
застоја ћелијског циклуса. Детаљнијом анализом програмиране ћелијске смрти је 
доказано да након третмана паладијум једињењима долази до повећања релативног 
односаBax/Bcl-2, што условљава активацију каспазе-3 и индукцију апоптозе.  
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