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САЖЕТАК 
 

Мултиформни глиобластом представља најчешћи и најагресивнији примарни 
тумор централног нервног система са просечним преживљавањем од момента 
постављања дијагнозе 15 месеци. Стандарна терапија мултиформног глиобластома 
подразумева хирушку интервенцију, радиотерапију и хемиотерапију. Од цитостатика 
користи се темозоломид, нежељена дејства овог лека су последица неселективности, па 
се може јавити супресија коштане сржи, кардиотоксичност, хепатотоксичност, 
нефортоксичност. Из претходно наведених чињеица, можемо закључити да би развитак 
потенцијалних цитостатика могао да помогне у ефикаснијој терапији мултиформног 
глиобластома.  

Циљ овог истраживања јесте испитивање антитуморског дејства 
новосинтетисаних бакар(II) једињења на туморске ћелијске линије U251, HeLa и 
HCT116, као и на малиго неизмењене фибробласте MRC-5. Синтетисана једињења 
бакра Сu1 и Cu2 су демонстриралa сигнификантан антиканцерски ефекат на 
тестираним HCT116, HeLa, U251 ћелијама уз велики степен селективности према 
малигно неизмењеним ћелијама фибробластима.  

Снажан цитотокични ефекат два једињења бакра на ћелије мултифомрног 
глиобластома је постигнут индукцијом ране апоптозе, променом односа Bcl2/Bax 
молекула. 

Примењени бакарни комплекси доводили су до нарушавања нормалног протока 
ћелијског циклуса у канцерским U251 ћелијама, што је резултирало значајним 
смањењем стопе њиховог преживљавања. 
 
Кључне речи: мултиформни глиобластом, апоптотска ћелијска смрт, ћелијска деоба, 
канцерогенеза, протеини апоптозе, једињења бакра  



 
 

 

ABSTRACT 

Glioblastoma multiforme represents the most common and aggressive primary tumor 
of the central nervous system, with an average survival of 15 months from the time of 
diagnosis. Standard therapy for glioblastoma multiforme includes surgical intervention, 
radiotherapy, and chemotherapy. Among cytostatics, temozolomide is commonly used; 
however, the adverse effects of this drug result from its non-selectivity, which may lead to 
bone marrow suppression, cardiotoxicity, hepatotoxicity, and nephrotoxicity. Based on these 
facts, it can be concluded that the development of potential cytostatics could contribute to 
more effective therapy for glioblastoma multiforme. 

The aim of this study was to investigate the antitumor activity of newly synthesized 
copper(II) compounds on tumor cell lines U251, HeLa, and HCT116, as well as on non-
malignant fibroblasts MRC-5. The synthesized copper compounds Cu1 and Cu2 
demonstrated a significant anticancer effect on the tested HCT116, HeLa, and U251 cells, 
with a high degree of selectivity toward non-malignant fibroblast cells. 

The strong cytotoxic effect of the two copper compounds on glioblastoma multiforme 
cells was achieved through the induction of early apoptosis and alteration of the Bcl2/Bax 
molecular ratio. The applied copper complexes also led to disruption of normal cell cycle 
progression in cancerous U251 cells, resulting in a significant reduction in their survival rate. 
 
Keywords: glioblastoma multiforme, apoptotic cell death, cell division, carcinogenesis, 
apoptosis-related proteins, copper compounds 
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МАЛИГНА ТРАНСФОРМАЦИЈА ЋЕЛИЈЕ 
 Сама малигна алтерација је заправо вишестепени и сложен процес. Есенцијалну 
улогу у малигној трансформацији ћелије има сама генетика и промене у молекулу ДНК 
(мутације). Етиологија настанка канцера укључује мутацију гена који контролишу 
метаболизам ћелије, апоптозу и поправку ДНК молекула. Такође, треба напоменути да 
епигенетичке измене као што су ДНК метилација могу индуковати малигну 
трансформацију. Сам статус микрооколине ћелије (хронична упала, хипоксија) могу 
допринети активном развоју тумора (1, 2, 3).  

 Малигно неизмењене ћелије енергију генеришу процесом који називамо 
окидативна фосфорилација и производња енергије се одиграва у митохондријама. 
Угљени хидрати, глукоза се процесом гликолизе конвертује у пируват, који ће бити 
супстрат за процес који називамо оксидативна декарбоксилација. Оксидативном 
декарбоксилацијом од пирувата стварамо ацетил КоА даље улази у циклус 
трикарбоксилних киселина (Кребсов циклус), а све у циљу добијања енергије. Свим 
ћелијама је неопходна енергија због одржавања хомеостазе (4).  

Када говоримо о малигно трансформисаним ћелијама њима је неопходна већа 
количина енергије у односу на малигно неизмењене ћелије због убрзаног раста и 
ћелијске деобе. Прецизније, малигне ћелије имају могућност убрзаног преузимања 
глукозе, при чему се од створеног пирувата ствара повећана количина лактата (пируват 
се редукује у латат, реакција је реверзибилна) услед појачане ензимске активности 
LDH (лактат дехидрогеназа) (5). Стварања лакатата од пирувата се дешава процесом 
који називамо анаеробна гликолиза. Иако постоји потпуно функционалан 
митохондријски метаболизам анаеробна гликолиза је процес који генерише стварање 
енергије код канцерских ћелија (5, 6). Овакав вид метаболизма код канцерских ћелија 
називамо Warburgov ефекат. Повећана продукција онкометаболита лактата, фумарата и 
сукцината је до есенцијалног значаја за одвијање метаболизма канцерских ћелија, 
односно њихову пролиферацију (6). Повећана продукција лаката ће активирати 
сигнални пут NF-κB/IL-8 који од есенцијалног значаја за ендотелне ћелије и доћи ће до 
развоја ангиогенезе и формирања нових крвних судова. Осим канцерских ћелија CAFs 
ћелије (енг. cancer-associated fibroblasts ) имају могућност повећана продукције 
лактата. Вишак произведеног лактата даље улази у малигно измењене ћелије преко 
транспортера MCT-1 (енг. monocarboxylate transporter 1) (7). Овај метаболички пут 
лактата називамо ,,обрнут Warburgov ефекат“ (енг. reverse Warburg effect).  
Метаболички пут ,,обрнут Warburgov ефекат“ омогућава канцерским ћелијама да 
генеришу енергију независно од присуства глукозе. Канцерске ћелије могу користити 
глутамин као извор енергије што ће условити накупљање цитрата и малата, а све у 
циљу повећане синтезе нуклеотида који су есенцијални за пролиферацију и ћелијску 
деобу (8, 9).  

Осим угљених хидрата, липиди имају есенцијалну улогу у малигној 
трансформацији односно самом метаболизму канцерске ћелије. Малигне ћелије 
повећавају експресију рецептора за унос масних киселина, а осим тога одиграва се и de 
novo синтеза масних киселина. Одим тога, у малигној ћелији одвијају се процеси β-
оксидација масних киселина као и депоновање липида. Интензивна липогенеза 
канцерских ћелија повећава синтезу и степен активности ензима FAS-a (енг. fatty acid 
synthase) што ће даље условити избегавање процеса апоптозе и миграцију ћелија (10, 
11). Ензими као што су адипозна липаза, хормон-сензитивна липаза и 
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моноацилглицерол липаза доприносе канцерогенези. Активност ових липаза повећава 
брзину протока електрона при чему се ствара повећана количина реактивних 
кисеоничних врста који ће олакшати прогресију тумора (12 , 13).  

Метаболизам беланчевина у канцерској ћелији подразумева повећану синтезу 
туморских протеина, стога је неопходна доступност повећаних количина 
аминокиселина. Једна од кључних аминокиселина за метаболизам малигно 
трансформисаних ћелија је глутамин. Глутамин представља донор азота за синтезу 
нуклеотида (пурина, пиримидина) као и кофактора NAD (14, 15). Повећан унос 
глутаммина у канцерску ћелију је омогућен присуством специфичног транспортера 
SLC1A5 чија је локација на плазма мембрани. Аминокиселина глутамин је прекурсор 
интермедијера циклуса трикарбоксилних киселина. Осим глутамина, за метаболизам 
канцерске ћелије од великог је значаја и присуство аминокиселине аргинин )(14, 15, 
16).  

Фактор TGF-β (енг. transforming growth factor-beta) има есенцијалну улогу у 
малигној траснформацији ћелије. Када говоримо о физиолошким условима TGF-β  има 
улогу у миграцији, пролиферацији и апоптози ћелије (17). Поремећај у регулацији 
синтезе овог фактора може довести до активног развоја туморогенезе и различитих 
имунских пормећаја. Када говоримо о туморогенези TGF-β  стимулише развој нових 
крвних судова (поспешује ангиогенезу) и ,,избегавање имуноког надзора“.  Све ово за 
последицу има повећану инвазивност и ,,преживљавање“ канцерских ћелија (17, 18). 
Даље, TGF-β  индиректно преко различитих сигналних метаболичких путева 
(PI3K/AKT и p38 MAPK) доводи до повећане експресије транспорера за глукозу GLUT1 
(19).  

Хипоксија као окружење значајно утиче на туморогенезу. Прецизније хипоксија 
доводи до експресије HIF-а (енг. hypoxia-inducible factors) који ће активирати гене за 
ангиогенезу и туморску инвазију. Многе студије сматрају да на самом почетку развоја 
тумору есенцијалну улогу имају транскрипциони фактори HIF-1α i HIF-2α. Стога, 
уколико дође до инактиварања тумор-супресорксог гена VHL (енг. Von Hippel–Lindau) 
који је одговоран за разградњу HIF-1α i HIF-2α у присуству кисеоника, може доћи до 
малигне траснформације (20, 21).  

Малигне промене подразумевају и промењен хемијски састав плазма мембране 
при чему се мења активност ензима и транспортера који су ту локализовани, а 
ист0времено се смањује атхезивност (22). Даље, код канцерских ћелија долази до 
појачаног отпуштања протеолитичких ензима (катепсин Б)  као и промењене 
фосфорилације регулаторних ензима. Све ово погодује настанку секундарних депозита 
(23). Осим тога код малигних ћелија се пентозофосфоатни пут одиграва интензивније у 
односу на малигно нетрансформисане ћелије стога је појачана активност регулаторног 
ензима овог процеса гликозо-6-фосфат дехидрогеназе. Производи овог метаболичког 
пута су редукована коензимска форма NADPH+H+ и рибоза-5 фосфат. Коензимска 
форма NADPH+H+ је неопходна за анаболичке путеве као што су синтеза липида и 
холестерола. Такође, ова коензимска форма има улогу у антиоксидативној заштити. 
Рибоза-5 фосфат се корсити за синтезу нукеотида. Можемо закључити да овај пут када 
говоримо о канцерским ћелијама има есенцијалну улогу у антиоксидативној заштити и 
појачаној синтези никелотида (24, 25).  
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Категорија (метаболички 

пут, енергија) 

 
Малигно неизмењена 

ћелија 

 
Малигна ћелија 

 
Гликолиза 

 
Аеробна гликолиза 

Warburg-ов ефекат, 
анаеробна гликолиза 

 
Глутамин и 

аминокиселине 

 
Физиолошки метаболизам 

Повећан унос глутамина 
(SLC1A5 транспортер) 

 
Метаболизам липида 

Унос масних киселина и 
β-оксидација у нормалним 

количинама 

Повећан унос масних 
киселина, de novo синтеза 

липида 
 

Метаболизам протеина 
 

Физиолошки метаболизам 
Појачана синтеза 

протеина, неопходан већи 
унос аминокиселина због 

брзе пролиферације 
 

Пентозофосфатни пут 
Производи NADPH за 
редукцију и рибозу-5-
фосфат за нуклеотиде 

Интензивнији; NADPH 
користи се за синтезу 

липида и антиоксидативну 
заштиту, рибоза-5-фосфат 

за нуклеотиде 
 

Енергетска зависност 
Зависи од нормалног 
метаболизма угљених 

хидрата, липида и 
протеина 

Малигне ћелије могу 
користити глутамин и 
лакат као енергетске 
изворе (енг. reverse 

Warburg effect) 
Табела 1. Метаболизам малигно неизмењене и канцерске ћелије 

 

ТУМОР-СУПРЕСОРСКИ ГЕНИ 
 У туморогенези губитак или инактивација тумор-супресирских гена има 
есенцијалну улогу. Транскрипциони фактор и тумор супресор p53 je  најчешће мутрани 
ген када говоримо о малигнитетима. Протеин p53 има улогу транскрипционог фактора 
у ћелији који се везује за молекул ДНК и регулише процес апоптозе, ћелијски циклус, 
поправку ДНК молекула као и неке метаболичке процесе (26, 27). Прецизније, p53 
инхибира транскрипцију GLUT1 и GLUT4 транспортера, такође инхибира синтезу 
гликолитичких ензима HK2 (хексокиназе 2), PGM1 (фосфоглицерат мутазе 1) и PDK2 
(пируват дехидригеназа 2). Можемо закључити да p53 смањује допремање глукозе и 
инхибира процес гликолизе чиме ћелију енергетски ограничава. Уколико дође до 
мутације p53, доћи ће до појачане гликолизе, појачаног одивјања пентозофосфатног 
пута и повећане липидне метаболичке активности што погодује канцерогенези (28, 29).   
 Протеин LKB1 (енг. liver kinase B1) кодира ген STK11 (енг. serine/threonine 
kinase 11). Овај молекул је серин/треонин киназа, има улогу тумор супресора при чему 
регулише одвијање ћелијског метаболизма и деобу (30). Током хипоксије и 
нутритивног дефицита у ћелијама долази до активације LKB1-AMPK пута што ће 
условити појачане катаболичке процесе који имају за циљ производњу енергије (АТП). 
Метаболички процеси који генеришу енергију су гликолиза и β-оксидација масних 
киселина.  Треба напоменти да активацијом LKB1-AMPK пута долази до инхибиције 
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анаболичких путева где је неопходан висок утрошак АТП (синтеза протеина, 
холестерола и масних киселина). Губитак LKB1  резултује повећан унос глукозе и 
глутамина и може допринети развоју туморксе ћелије (31, 32).  
 Тумор супресор туберин или TSC2 (енг. tuberous sclerosis complex 2) је значајан 
као главни негативни регулатор mTOR (енг. mechanistic Target of Rapamycin) сигналног 
пута (33). Сигнални пут mTOR је од есенцијалног значаја у регулацији метаболизма и 
пролиферације ћелија. Губитак или мутација TSC2 условљава повећану активност 
сигнални пута mTOR и смањену фосфорилацију АКТ-а. Повећана активност mTOR 
метаболичког пута промовише канцерогенезу кроз повећану пролиферацију као и 
,,преживљавање“ малигних ћелија (34, 35). 
 Два генска локуса BRCA1 и BRCA2 кодирају протеине који су од есенцијалног 
значаја за репарацију грешака у молекулу ДНК. Уколико додђе до мутација постоји 
могућност развоја агресивних типова карцинома дојке и јајаника. Такође, BRCA2 
мутације повезујемо са канцером панкреаса и простате. Локација BRCA1 се налази на 
хромозому 17q21, док се BRCA2 налази на хромозому 13q12.3. Откривање мутација у 
овим генима даје јасну процену ризика од настанка малигнитета (36, 37, 38).  
 

ОНКОГЕНИ 
 Онкогени су гени који могу индуковати малигну трансформацију ћелија и развој 
тумора. У физиолошким условима називамо их прото-онкогенима који имају 
есенцијалну улогу у контроли пролиферације и деобе ћелије.  
 Онкоген MYC (,,supertranscription factor”) игра веома значајну улогу у 
туморогенези, условљава повећану експресију GLUT1 транспортера и многих ензима 
HK2, PFK и LDH. Такође, повећава катаболизам аминокиселине глутамин кроз 
повећану експресију ASCT2. Све ово канцерској ћелији омогућава да има довољно 
супстрата за анаеробни метаболизам.  Овај онкоген има кључну улогу у транспорту 
масних киселина унутар ћелија као и у оксидативном разлагању истих (39, 40).  
 Мутације KRAS онкогена допреносе развоју малигне ћелије тако што индукују 
повећан унос глукозе, глутамина и масних киселина. Мутација омогућава повећану 
експресију GLUT1 транспортера и повећава се синтеза и каталитичка активност ензима 
који учествују у процесу гликолизе. Осим тога, повећана је синтеза ензима 
пентозофосфатног пута. Такође, KRAS омогућава одвијање алтернативног пута 
коришћења глутамина кроз регулацију ензимске активности GOT (глутамин-
оксалоацетат трансаминазе) и GLUD1 (глутамат дехидрогеназа 1) (41, 42, 43).  
 Мутације EGFR (енг. Epidermal Growth Factor Receptor) имају кључну улогу у 
активацији различитих сигналних путева чији је циљ пролиферација ћелија (44). 
Прецизније, интензивира се процес гликолизе, такође повећава се активност 
пентозофосфатног пута и синтезе нуклеотида. Осим тога мутација EGFR повећава 
експрецију GLUT1 транспортера (45).  
 Можемо закључити да приликом прекомерне активације онкогена може доћи до 
убрзане ћелијске пролиферације. Међутим, то може да индукује ,,стрес“ у самој ћелији 
и она улази у стање сенесценције или OIS (енг. oncogene-induced senescence). У 
оваквом стању ћелије могу да луче различите факторе SASP (енг. senescence-associated 
secretory phenotype) који могу и не морају допринети прогресији тумора. Уколико се на 
пример луче фактори као што су VEGF, IL-8, IL-6, ови медијатори могу да подстакну 
канцерогенезу (46. 47, 48) 



 

6 
 

АПОПТОЗА 
 Апоптоза, некроза и аутофагија представљају различите облике ,, ћелијске 
смрти“  који се могу јавити као одговор на физиолошке тако и патолошке стимулусе.  
До сада је индентификован велики број молекула који учествују у сигналним путевима 
активације апоптозе и аутофагије. Процес апоптозе (програмиране ћелијске смти) је 
индивидуалан и селективан при чему не долази до инфламаторног одговора. Стога, 
апоптоза је физиолошки процес који карактерише смањење величине ћелије, 
формирање везикула и кондензација језгра (49, 50). Апоптоза је од есенцијалног 
значаја у контроли органогенезе током ембрионалног развоја и одржавања хомеостазе 
у свим ткивима. Термин апоптоза је први пут уведен 1972. године од стране Кер и 
сарадника (Kerr et al.), префикс apo значи ,,одвојено или споља“, а ptosis „опадање“ 
(51). У процесу апоптозе есенцијалну улогу имају каспазе (фамилија цистеин 
протеаза). Осим апоптозе, ове цистеин протеазе имају улогу у диференцијацији 
пролиферацији и миграцији ћелија. Дакле, апоптоза је облик програмиране ћелијске 
смрти који може бити условљен старењем ткива и ћелија, а може настати и као одговор 
на различите спољашње стимулусе (нпр. јонизујуће зрачење и хемиотерапеутска 
средства). Процес омогућава елиминацију већ оштећених ћелија, при чему ћелије 
самостално спорводе апоптозу. Прецизније, апоптоза се активира када ћелија изгуби 
своју физиолошку функцију и достигне „тачку без повратка“ (52, 53). У самом процесу 
апоптозе разликујемо два стадијума. Први стадијум подразумева активацију сигналних 
путева који за циљ имају поправку оштећених ћелијских структура. Уколико први 
стадиијум није успешан, ћелија улази у други стадијум, фазу егзекуције где се јављају 
структурне промене које воде ка ћелијској смрти. Прецизније, у другој фази долази до 
нарушавања цитоскелета, хроматин се кондензује и фрагментира, мења се 
наелектрисање ћелијске мембране, губи се интегритет плазма мембране док се 
мембрански потенцијал митохондрија смањује. Долази до формирања апоптотских 
тела која сада преузимају макрофаги. У току фазе егзекуције апоптозе нема 
инфламаторног одговора (54, 55).   
 Каспазе синтетишемо као неактивне прекурсоре (зимогене молекуле) и 
молекулске масе су 30–50 kDa. Уколико дође до одговарајуће стимулације зимогени 
прекурсори се конверутују у активне форме. Основна подела каспаза подразумева две 
врсте ових молекула: иницијаторске каспазе (каспазе-2, 8, 9 и 10) и ефекторске каспазе 
(капсазе-3, 6 и 7) (56). Иницијаторске каспазе се активирају као одговор на ћелијски 
стрес или оштећење ћелије док ефекторске каспазе доводе до протеолизе ћелијских 
структура и апоптозе (57). Активација каспаза се одиграва унутрашњим 
(митохондријалним) или спољашњим путем апоптозе, а приликом активирације оба 
пута присутне су ефекторске каспазе. Када говоримо о самом иницирању процеса 
апоптозе тококм покретања спољашњег пута апоптозе  активира се иницијаторска 
каспаза-8 (55, 57). Насупрот томе, при покретању унутрашњег (митохондријалног 
пута) активира се иницијаторска каспаза-9. Након каскадних реакција у процесу 
апоптозе и активирања ефекторске капсазе-3 процес је иреверзибилан (58).  
 Из претходно наведних чињеница можемо закључити да индукција апоптозе се 
остварује кроз два алтернативна пута. Спољашњи пут подразумева присуство 
,,рецептора смрти“ на плазма мембранама ћелија, док је митохондријални пут 
(унутрашњи) последица оштећења ДНК молекула, оксидативног стреса као и промене 
у самом метаболзму ћелије (59, 60).  
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 Осим проапоптотских молекула важно је напоменути да IAPs протеини (енг. 
Inhibitors of apoptosis proteins) могу инхибирати процес програмиране ћелијске смрти 
селективном, иреверзибилном инхибицијом каспазе-3 и каспазе-7 (61). Протеин XIAP 
(енг. X-linked inhibitor of apoptosis protein) је најбоље проучен молекул који спада у 
фамилију IAPs протеина. Овај протеин има могућност да инхибира ефекторске и 
иницијаторске каспазе. Повећана концентрација овог протеина у туморским ћелијама 
значајно доприносу развоју резистенција на терапију (62, 63).  
 

СПОЉАШЊИ АПОПТОТСКИ ПУТ, РЕЦЕПТОР СМРТИ 
 Спољаши пут апоптзе је индукован везивањем одговарајућих лиганда за 
,,рецепторе смрти“ чија је локализација на плазма мембрани ћелије. Рецептори смрти у 
структурном погледу поседују екстрацелуларне домене богате цистеином. Када 
говоримо о цитосолној регији сви рецептори смрти имају ,,домен смрти“, (енг. DD, 
death 
domain).  Домен смрти има могућност сигнализације и активације адаптерских 
молекула који активирају каспазу-8, а као крајњи резултат активираће се ефекторска 
каспаза-3. Досада детектовани рецептори смрти су Fas (CD95/APO1), TNF-R1, TRAIL-R 
(DR4/DR5) (64, 65, 66).  
 PS (фосфатидилсерин) је структурна компонента ћелијске мембране. 
Прецизније,  фосфолипид који је локализован у унутрашњем делу плазма мембране 
код малигно нетрансформисаних (здравих) ћелија. Међутим, када дође до траслокације 
фосфатидилсерина, односно локализација се налази на спољашњој страни плазма 
мембране, то делује као сигнал за фагоците. Прецизније, фагоцити препознају 
апоптотски измењену ћелију, уклањају је без стварања инфламаторних цитокина (67).  
 Fas(APO-1/CD95) је протеин који је локализован на плазма мембрани, 
молекулска маса износи 40 kDa. Повећана експресија овог рецептора је присутна у Т 
лимфоцитима и активираним NK ћелијама (енг. natural killer cells) (68). У циљу 
активације Fas(APO-1/CD95) рецептора неопходно је везивање одговарајућег лиганда 
FasL. Домени смрти Fas рецептора активирју адапторске протеине, а затим долази до 
активације каспазе-8, каспазе-10 при чему се формира сигнални комплекс DISC (енг. 
Death-Inducing Signaling Complex) (69, 70). Даље каскадне реакције воде ка активацији 
егзекуторских каспаза и апоптози. Активација Fas/FasL је од есенцијалног значаја у 
елиминацији Т и Б лимфоцита, ћелија које су инфициране вирусом и канцерских 
ћелија. Хемиотерапеутици као што су доксорубицин и метотрексат активирају овај 
апоптотоски пут (Fas/FasL систем) и тиме доводе до активације апоптозе малигних 
ћелија (71).  
 Протеин TNF-α је трансмембрански протеин који има есенцијалну улогу у 
инфламаторном одговору, регулацији имунских ћелија и цитотоксичности. TNF-α има 
могућност везивања за TNF-R1 рецептор (енг. tumor necrosis factor receptor 1) који је 
познат и као DR1 (енг. death receptor 1). Осим тога, TNF-α се може везати за TNF-R2 
рецептор (енг. tumor necrosis factor receptor 2). Рецептор TNF-R1 се може наћи у свим 
ћелијама, док се TNF-R2 налази најчешће у имунским и ендотелним ћелијама.  
Активацијом TNF-R1 адапторски протеин FADD (енг Fas-Associated protein with Death 
Domain) се веже за рецептор што омогућава активирање иницијаторске каспазе (72, 
73). 
 Трансмембрански протеин TRAIL (енг. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) је 
експримиран на површини Т лимфоцита, макрофага и NK ћелија. Протеин TRAIL се 
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везује за два рецептора смрти, DR4 и DR5. ово везивање покреће активацију 
спољашњег апоптотског пута (74,75).  
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Слика 1. Каскадна реакција у спољашњем апоптотоском путу 
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УНУТРАШЊИ МИТОХОНДРИЈАЛНИ ПУТ 
 Активација унутрашњег митохондријалног пута се одиграва унутар саме ћелије 
и представља одговор на оштећење саме ћелије (оштећење ДНК молекула, недостатак 
кисеоника, оксидујућа срдества, лекови итд). Прецизније, за одигравање унутрашњег 
митохондријалног пута апоптозе неопходно је да се митохондријални молекули 
ослободе у цитосол (сигнал који покреће каскадну реакцију) (76, 77).  
 Цитохром с је протеин који има есенцијалну улогу у процесу оксидативне 
фосфорилације (у електронском транспорту). Овај протеин је хидросолубилни молекул 
који је локализован у међумембранском простору митохондрија (78). Цитохром с се 
може користити као биомаркер процеса апоптозе. Након што се цитохром с ослободи 
из митохондрија у цитосол, долази до везивања овог молекула за Apaf1 (енг. protease-
activating factor-1) (79). Даље, долази до олигомеризације Apaf-1 и формирања 
апоптозома. Ова структура даље активира прокаспазу-9 у каспазу 9 и даље се 
настављају рекације које ће условити активацију каспазе-3 и индукцију апоптозе (80).  
 Bcl-2 фамилија протеина контролише односно регулише цео процес унутрашњег 
митохондријалног пута. Ови протеини имају есенцијалну улогу у регулацији 
пермеабилности спољашње митохондријалне мембране. У својој структури Bcl-2 
протеини садрже најмање један BH домен (BH1, BH2, BH3 и BH4), па их 
класификујемо на основу функције и саме структуре. Постоје антиапоптотски Bcl-2 
протеини (садрже BH1-BH4 домен), проапоптотски (садрже BH1, BH2 и BH3) и 
проапоптотски који садрже само BH3 домен (81, 82).  

Антиапоптотски Bcl-2 протеини Mcl-1, Bcl-w, A1 и Bcl-XL су локализовани на 
цитосолној страни спољашње митохондријалне мембране и ендоплазматског 
ретикулума где имају улогу у одржавању интегритета мембране. Можемо закључити 
да претходно поменути протеини инхибирају апоптозу и промовишу ћелијско 
преживљавање (82). 

У проапоптотске Bcl-2 протеине спадају Bim, Bad , Bid, Noxa и PUMA. Од 
есенцијалног значаја је када говоримо о активацији апоптозе присутност BH3 домена 
(83). Даље, проапототски Bak протеин (BH1-BH3) је чврсто везан са спољашњу 
митохондријалну мембрану чак и у случају изостанка апоптотоскиог сигнала.  
Насупрот томе, проапототски Bax протеин (BH1-BH3) је локализован примарно у 
цитосолу ћелије и транслоцира се до спољашње митохондријалне мембране само 
уколико постоји апоптотски сигнал (84). Као одговор на оштећење ћелије, Bak и Bax 
могу деловати на ендоплазматски ретикулум што ће условити повећаним ослобађањем 
Са2+ из ендоплазматског ретикулума у цитосол (85). На спољашњој митохондријалној 
мембрани Bax и Bak формирају митохондријалне апоптотске поре, а кроз ове поре 
долази до ослобађања протеина из митохондрија (цитохром c, Smac/DIABLO) (86).  

Протеин Smac/DIABLO (енг. Second mitochondria-derived activator of caspase) 
након што напусти митохондрије и  нађе се у цитотлу везује се за  IAPs протеине  
(XIAP, c-IAP1 и c-IAP2) инхибира њихову активност и тиме омогућава активацију 
унутрашњег апоптотског пута (87).  
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Карактеристике апоптозе 

 
 
 
 

Спољашњи апоптотски 
пут 

 
 
 
 

Унутрашњи апоптотски 
пут (митохондријални) 

 
Иницијални сигнал 

 

 
Екстрацелуларни 

 
Интрацелуларни 

 
Сигнал за активацију 

Лиганд-рецептор 
интеракција (нпр. FasL-

Fas) 

ДНК оштећење, 
оксидативни стрес, 

хипоксија 

 
Каспазе 

Каспаза-8 
(иницијаторска) активира 

каспазе-3, -6, -7 
(ефекторске) 

Каспаза-9 
(иницијаторска) активира 

каспазе-3, -6, -7 
(ефекторске) 

Протеини који се 
ослобађају из 
митохондрија 

 

/ 
Цитохром c, 

Smac/DIABLO, AIF и 
EndoG 

 
Последица 

 
Активација каспаза 

 
Каспаза-зависна или 

каспаза-независна 
 

 
Табела 2. Разлика у карактеристикама спољашњег и унутрашњег апоптотског пута 
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Слика 2. Унутрашњи митохондријални пут, цитохром-с 
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МИТОХОНДРИЈАЛНИ КАСПАЗА НЕЗАВИСНИ ПУТ АПОПТОЗЕ 
 Губитак митохондријалног мембранског потенцијала условљава условљава 
повећану пермеабилност митохондријалне мембране и као резултат може доћи до 
ослобађања протеина као што су AIF (енг. аpoptosis-inducing factor) и  Endo-G (енг. 
Endonuclease G). Ова два протеина могу активирати митохондријални каспаза 
независни пут апоптозе.  Као одговор на апоптотоски сигнал AIF напушта 
митохондрије и одлази у једро при чему узрокује кондензацију ДНК молекула и 
кондензацију хорматина. Протеин Endo-G је од значаја за митохондријалну ДНК 
репликацију. Након изласка из митохондрија Endo-G одлази у једро где индукује 
фрагментацију ДНК молекула (88, 89).  
 

НЕКРОПТОЗА 
 Некроптоза представља посебан облик програмиране ћелијске смрти који је 
генски контролисан. Карактерише се инфламацијом, митохондријалном дисфункцијом, 
повећаном пропустљивошћу плазма мембране. Такође, цитоплазматске компоненте се 
ослобађају у екстрацелуларни простор што условљава инфламаторну рекацију у самом 
ткиву. Есенцијалну улогу у активацији некроптоза имају реактивне кисеоничне врсте, 
при чему долази до повећане продукције ROS-a у митохондријама.  Повећана 
продукција ROS-a условљава оштећење ћелијских протеина и мембране. За разлику од 
апоптозе, некроптозу не карактерише фрагментација ДНК молекула (90).  
 Некроптоза се може јавити у различитим патолошким стањима где постоји 
ћелијско оштећење или стрес. Овај облик програмиране ћелијске смрти се може јавити 
код ретиналне исхемијске-реперфузије, акутног панкреатитиса, Хантингтонове болести 
(91, 92, 93).  
  

АНТИКАНЦЕРСКИ ЛЕКОВИ 
 Подела антиканцерских лекова обухвата сам механизам деловања 
(антипролиферативне активности). 

 Алкилирајући агенси имају способност ковалентног везивања са ћелијским 
компонентама. Већина лекова који садају у ову групу могу се везати за N7 гванин ДНК 
ланца. Као резултат овог везивања ремете се процеси транскрипције и репликације, 
долази до оштећења ДНК молекула и иницира се апоптоза. Имајући у виду да је 
примарна ,,мета“ ових лекова молекул ДНК, алкилирајући агенси имају релативну 
селективност. Прецизније, највећи антипролиферативни ефекат ова група лекова 
остварује на ћелије које се брзо деле. Сви алкилирајући агенси могу условити 
мијелосупресију, повећан ризик од настанка леукемије и другиј типова малигнитета.  У 
ову групу лекова убрајамо цисплатину (94).  

Антиметаболити могу условити инхибицију метаболичких путева који су 
укључени у синтезу ДНК молекула. Такође, могу да се укључе у синтезу ДНК или РНК 
уместо природних нуклеотидних база. У ову групу лекова спада метотрексат, који 
инхибира ензимску активност дихидрофолат редуктазе. Овај ензим је кључан у синтези 
тимидина, па сама инхибиција доводи до спречавање синетезе ДНК. Метотрексат 
примењујемо најчешће орално (такође даје се интравенски), лек има малу 
липосолубилност (у мањем проценту пролази крвно-мождану баријеру). Ово има 
клинички значај јер метотрексат не можемо ефикасно да примењујемо у терапији 
малигнитета ЦНС-а. Други хемиотерапеутик који спада у ову групу лекова је 5-
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Флуороурацил који је заправо аналог пиримидина. Прецизније може да се угради у 
РНК и да тиме услови и инхбицију ситезе ДНК (94, 95).  

Цитотоксични антибиотици представљају посебну групу хемиотерапеутика и 
свој антитуморски ефекат остварују делујући директно на ДНК малигно 
трансформисане ћелије. Доксорубицин спада у ову групу лекова и свој антитуморски 
ефекат остварује интеркалацијом између одговарајућих парова база ДНК ланца. Ово 
условљава инхибицију репликације и транскрипције., при чему је онемогућена 
ћелијска деоба. Овај лек свој антипролиферативи ефекат може остварити и као као 
инхибитор ензима топоизомеразе II. Овај ензим је од есенцијалног значаја одмотавање 
и премотавање ДНК ланца у току одвијања процеса репликације и транскрипције. 
Доксорубицин  може условити појачано стварање реактивних кисеоничних врста у 
свим ћелијама, при чему појачано генерисање ROS-a може бити  главни узрок 
најозбиљнијег нежељеног ефекта кардиотоксичности (94, 95). 

Деривати биљака чине разноврсну групу цитостатика, а свој 
антипролиферативни механизам заснивају на ометању ћелијске деобе (митозе). 
Најважнији винка алкалоиди су винкристин, винбластин и виндезин. Ови лекови свој 
антиканцерски ефекат испољавају везивањем за тубулин (градивна компонента 
микротубула). Овим механизмом спречавамо формирање микротубула односно саму 
полимеризацију тубулина. Прецизније инхибира се формирање митотског вретена који 
је неопходан у раздвајању хромозома током митозе. Све ово за последицу има 
активацију апоптозе (94).  

У циљу ефикасне терапије одређених типова малигнитета хормонска терапија 
има есенцијалну улогу. Ови лекови могу инхибирати или изменити деловање хормона 
(који подтсичу турморски раст). Овакав вид терапије је од великог значаја код 
карцинома дојке и простате. У ову групу лекова спадају антагонисти хормонских 
рецептора, пример је тамоксифен.  У ткиву дојке тамоксифен инхибира деловање 
естрогена, делује као селективни модулатор естрогенских рецептора (SERM) (94). 

Резистенција на лек која се развија код малигно измењених ћелија може бити 
примарна (приликом давања прве дозе лека) или стечена (развија се након дуготрајне 
примене лека). Стечен облик резистенције на лек је условљен адаптацијом ћелије на 
лек (94, 95).  

Примери механизма резистенције обухватају смањено накупљање лека у 
ћелијама као последица повећане екпресије протеина за транспорт лекова, недовољна 
активација лека, повишена инактивација, повећано коришћење алтернативних 
метаболичких путева, промена активности циљног ензима итд.  

 

КОМПЛЕСКИ МЕТАЛА 
 Есенцијалну улогу у биохемији и хемији имају једињења (комплекси) прелазних 
метала. Предности оваквих структурних комплекса су висока редокс активност, 
могућност координације са различитим врстама лиганада као и висока реактивност 
према органским супстратима. Синтеза једињења метала са различитим лигандима нам 
омогућава одржавање стабилности синтетисаног комплекса, висок степен 
растворљивости и дистрибуције у циљане ћелије (малигне ћелије). На основу 
претходно наведених чињеница, можемо закључити да овако ситетисани потенцијални 
хемиотерапеутици могу у будуности имати већи степен селективности према 
канцерским ћелијама и тиме потенцијално смањити број нежељених ефеката (96).  
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 Једињења метала као што је на пример цисплатина, оксалиплатина, 
карбоплатина имају есенцијални терпијски потенцијал када говоримо о различитим 
малигнитетима. Такође, једињења прелазних метала показују снажна антимикробна 
својста. Цисплатина као главни представник комплекса метала иако се веома успешно 
клинички примењује, након дуготрајне примене може дати велики број нежељених 
ефеката (94, 95). Такође, треба напоменути да посебан проблем може представљати 
развој резистнеције на сам лек. Стога, новија истраживања се базирају на синтези 
нових једињења (потенцијалних цитостатика), односно комплекса који осим платине 
могу у својој структури имати и друге метале (рутенијум, паладијум, злато, бакар итд.).  
 У многим истраживањима као потенцијални хемиотерапеутици који ће 
превазићи недостатке цисплатине помињу се Ru(II) и Ru(III), комплекси. У процесу 
канцерогенезе веома је битно повећано допремњање гвожђа, стога ћелије повећано 
експримирају рецептор за трансферин. Веома је битна чињеница да Ru(III) има 
могућност да се веже за трансферин (опонаша метаболизам Fe3+) и тако да се омогући 
ефективно допремање до канцерских ћелија. Осим трансферински посредоване 
ендоцитозе, улазак једињења рутенијума је могућ и пасивном дифузијом, посебно када 
се ради о липосолубилним ароматичним лигандима (97, 98).  
 Рутенијум је заступљен у оксидационим стањима II, III, IV, VI и VIII (99). Након уласка 
у туморске ћелије комплекси рутенијума имају различите ,,таргет“ молекуле што 
условљава и различите механизме антипролиферативне активности. Када говоримо о 
самом метаболизму унутар канцерске ћелије најчешће се Ru(III) конвертује у Ru(II). 
Овако настала Ru(II) једињења могу инхибирати ензимску активност топоизомеразе II 
(регулаторни ензим у репликацији ДНК молекула) и самим тим индуковати апоптозу 
малигне ћелије (98, 99, 100, 101). Следећи цитотоксични механизам једињења 
рутенијума се заснива на инхибицији ћелијске деобе, а то је омогућено 
иреверзибилним везивањем комплекса за ДНК канцерске ћелије (98). Осим тога, 
антипролиферативни механизам подразумева акумулацију комплекса рутенијума у 
митохондријама што условљава смањење мембранском митохондријалног потенцијала 
и активацију апоптозе (98).  Прецизније чим садржај из оштећених митохондрија пређе 
у цитосол активира се каскадна реакција унутрашњег митохондријалног пута. Осим 
митохндрија, једињења рутенијума индукују оштећење ендоплазматског ретикулума  
при чему долази до појаве оксидативног стреса који ће условити појачану продукцију 
реактивних кисеоничних врста и апоптозу (102). Једињења рутенијума могу оштетити 
и лизозоме при чему се ослобађају лизозомални ензими и индукује оштећење ћелије и 
апоптоза (103).  
 Осим  комплекса рутенијума, једињења злата такође демонстрирају веома 
снажан антитуморски ефекат на различите ћелије у in vitro условима. Бројне студије су 
доказале да се Au (I) једињења могу везати за тиол групе које улазе у састав активног 
каталитичког центра многих ензима, чија је активност од есенцијалног значаја за 
функционисање ћелија. Пример једног оваквог ензима је тиоредоксин редуктаза (TrxR) 
чија је есенцијална улога у одржавању редокс потенцијала у ћелијама. Активност овог 
ензима се инхибира једињењењима злата што даље условљава повећану концентрацију 
реактивних кисеоничних врста у ћелији. Прецизније долази до индукције оксидативног 
стреса, оштећења ћелијских структура и активације апоптозе (104, 105).  
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 Као и  Au (I) једињења, тако и комплекси Au (III) поседују цитотоксично и 
антиметастатско дејство у in vitro  условима. Свој антитуморски ефекат комплекси Au 

(III)  могу да индукују инхибицијом ензимске актиности TrxR. Осим тога једињења Au 

(III) могу активирати унутрашњи митохондријални пут, тако што изазивају оштећење 
митохоходнрија и излазак садржаја у цитосол ћелије. Осим тога, комплекси злата се 
могу везати и за ДНК молекул туморске ћелије и тиме активирати апоптозу. (106). 
Даље, везивањем за молекул ДНК једињења Au (III) заустављају ћелијски циклус у S 
фази  и спречавају убрзану малигну пролиферацију (107). 
 Паладијум као прелазни метал има могућност везивања за различите лиганнде и 
оксидациона стања су +2  и +4 .  У бројним научним публикацијама можемо видети да 
је синтетисан велики број једињења паладијума која су показала снажан 
антипролиферативан ефекат према малигно трансформисаним ћелијама у in vitro 
условима (108, 109, 110). Осим тога једињења паладијума демонстрирају и снажан 
антимикробни ефекат. Свој антитуморски ефекат Pd(II) једињења остварују 
активацијом апоптозе (активација каспазе-3), повећањем продукције реактивних 
кисеоничних врста у малигној ћелији (смањењем GSH) (108, 111) . Даље, ова једињења 
могу нарушити мембрански потенцијал митохондријалне мембране при чему се унутар 
саме ћелије повећава концентрација проапоптотичних протеина (108, 109). Комплески 
Pd(II) могу индуковати застој ћелијског циклуса у различитим фазама (најчешће 
G2/M) (111). Студије су такође показале да паладијум једињења могу инхибирати 
ензиме који су повезани са антиоксидативном заштитом што ће условити повећану 
продукцију реактивних кисеоничних врста (111, 112).  У појединим студијама можемо 
на основу доступних података закључити да паладијум комплекси у in vitro  условима 
показују висок степен селективности у односу на цисплатину. Висок степен 
селективности подразумева да се снажан антипролиферативни ефеат испољи на 
малигно трнсформисаним ћелијама, док се знатно слабији  или умеренији 
цитотоксични ефекат демонстрира на малигно неизмењеним ћелијама (108). 

Једињења сребра, Аg(I) комплекси демонтрирају снажну in vitro  
антирполиферативну активност према канцерским ћелијама (113, 114). Своје 
антипролиферативно дејство ова једињења остварују захваљујући интеракцији са ДНК 
молекулом и везивању за тиол активне групе ензима. Јасно је да комплекси сребра кроз 
овакав механизам индукују апоптозу, митохондријалним путем. Прецизније, доводе до 
повећане продукције реактивних кисеоночних врста, повећане концентрације 
проапоптотских протеина и поремећаја у мембранском потенцијалу митохондрија 
(115) Такође, комплекси среба су у in vitro условима показали већи степен 
селективности, односно мањи антипролиферативни ефекат према малигно 
нетрансформисаним ћелијама (116).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

17 
 

БАКАР 
Олигоелементи (елементи у траговима) су од есенцијалног значаја за развој, 

диференцијацију ткива и физиолошко одвијање метаболизма. За физиолошко одвијање 
метаболизма неопходно је присуство тринаест олигоелемената, а то су гвожђе, бакар, 
цинк, хром, манган, флуор, јод, молибден, стронцијум, кобалт, селен, никл и 
вандалијум (117). 

Укупна количина бакра у нашем организму износи 100-150 mg, при чему 
највећи део је локализован у јетри, мозгу, бубрезима и срцу. Нормална концентрација у 
серуму бакра је 10-24 µmol/l. Реапсорпција бакра се овија у горњим деловима танког 
црева, анакон апсорпције бакар се везује за албумине крвне плазме и сав апсорбовани 
бакар одлази у јетру (117, 118). За апсорпцију бакра неопходна је кисела средина, већа 
количина бакра у самом цревном садржају и мања количина калцијума. Апсорпцију 
бакра спречава већа количина калцијума и других метала са којима бакар ствара 
нерастворне соли, сулфиде. У јетри метаболизам бакра се одвија на два веома значајна 
начина. Одређени проценат бакра се излучује из жучи у танко црево, при чему се овај 
део бакра не може поново апсорбовати. Претходно описаним механизмом уједно 
елиминишемо вишак бакра из организма. Други метаболички пут обухвата уграђивање 
бакра у апоцерулоплазмин који спада у групу α2-гликопротеина (117). Везивањем 
бакра за апоцерулоплазмин долази до формирања церулоплазмина. Овако створен 
церулоплазмин се из јетре ослобађа у циркулацију (117, 118). Веома је битна чињеница 
да око 95% бакра у серуму се налази у право у склопу церулоплазмина. Око шест до 
осам атома бакра се може везати за церулоплазмин у купро (Сu+) и купри облику 
(Сu2+). Осим за церулоплазмин бакар је везан и за албумине и аминокиселине али у 
знатно мањем проценту (5%). Имајући у виду чињеницу да је бакар у највећем 
проценту везан за везан за протеине његова елиминација урином је минимална (117, 
118, 119).  

Физиолошка улога бакра се састоји у томе што је метал интегрална 
компонентна различитих врста металоезима. Прецизније, за саму каталитичку 
активност ензима неопходно је присуство бакра. Металоензими који садрже бакар као 
структурну компонентну су: цитохром оксидаза, супероксид дизмутаза, тирозиназа 
итд. Цитохром ц оксидаза је кључна у процесу оксидативне фосфорилације и добијање 
неопходне енергије, док ензим супероксид дизмутаза има есенцијалну улогу у заштити 
од штетних ефеката реактивних кисеоничних врста. Супероксид дизмутаза катализује 
ракцију дизмутације супероксидног радикала у водоник пероксид. Бакар у овој 
рекацији директно утиче на транспорт електрона што иде у прилог томе да је 
есенцијална компонента за ензимску активност овог металоензима (117, 118).  

Раст концентрације бакра у серуму је могућ у току инфекција или 
инфламаторног стреса. Разлог повећања конценрације овог метала лежи у појачаној 
синтези апоцерулоплазмина који спада у групу протеина акутне фазе. Многе акутне и 
хроничне болести прати повећање концентрације бкара у серуму нпр. реуматски 
артритис, гломерулонефритис, малигни тумори итд. Са друге стране физиолошко 
повећање концентрације бакра налазимо код трудница, где је конценрација овог 
елемента повећана два до три пута у односу на физиолошке вредности. Уколико дође 
до смањења концентрација бкара у серму трудница ово може бити индикатор претећег 
абортуса. На концентрацију бакра утиче и естроген, стога је концентрација бакра у 
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серуму жена већа у поређењу са концензрацијом бакра у серуму мушкараца (117, 118, 
119).  

Код превремено ређене деце дефицит бакра је чест. Симптоми дефицита бакра у 
почетној фази су неуропатија, хипохромна анемија, остеопороза смањена пигментација 
коже, бледило и неуролошки поремећаји. Сви наведени поремећаји су заправо 
последица смањене активности цитохром оксидазе и супероксид дизмутазе (118, 119).  

Одређивање бакра у серуму је од есенцијалног значаја за дијагностиковање 
Wilsonove болести. Болест се наслеђује аутозомно доминантно  и настаје због 
поремећаја у синтези протеина ATP7B. Ген је лоциран на хромозому 13q14,3-q21,1. 
Саму болест карактерише смањена екскреција бакра путем жучи и смањено везивање 
бакра за апоцерулоплазмин. Пацијенти имају веома ниске вредности церулоплазмина у 
крви, услед тога највећи део бакра је слабо везан албумине што омогућава таложење 
бакра у ткивима као што су јетра, базалне ганглије мозга и корнеа ока. Оштећења ових 
ткива су последица присуства слободног бакра који се у невезаној форми укључује у 
процес липидне пероксидације, а као последица тога настаје хиперпродукција 
хидроксилног радикала. Хидроксилни радикал као најреактивнија врста има могућност 
да оштети и наруши интегритет сваке ћелијске структуре. Такође, долази до повећане 
екскреције бакра преко бубрега. Дефинитивна дијагноза се поставља биопсијом јетре и 
пoвећаним вредностима бакра у урину (117, 118).  

 

КОМПЛЕКСИ БАКРА 
 Једињења бакра су се показала као  веома ефикасни потенцијални 
хемиотерапеутици у in vitro условима (120, 121). Једињења Cu(II) могу ихибирати 
активност ензима Топоизомеразе I и топоизомеразе II чиме се онемогућава одвијање 
процеса транскрипције и транслације  код канцерских ћелија (122). Услед могућности 
промене валентног стања између Cu(II)/Cu(I) могућа је индукција оксидативног стреса 
(повећава се концентрација реактивних кисеоничних врста), јавља се оштећење 
митохондријалне мембране при чему долази до апоптозе канцерске ћелије. Осим тога 
комплекси бакра индукују застој ћелијске деобе у S  фази ћелијског циклуса (123) 
Једињења бакра могу смањити концентрацију антиапоптотског Bcl-2 протеина и 
повећати концентрацију проапоптотског Bax протеина што ће условити програмирану 
ћелијску смрт (124). Како приликом апликовања комплекса бакра у in vitro условима 
долази до оштећења митохондрија, цитохорм ц се ослобађа у цитоплазму што активира 
унутрашњи митохондријални пут. 

 Свој снажни антипролиферативни ефекат комплекси бакра са различитим 
лигандима  су демонстрирали на различитим ћелијским линијама у in vitro условима 
BxPC-3 (карцином панкреаса), А549  (аденокарцинома плућа), HeLa (канцер цервикса), 
Hep-G2 (хепатоцелуларни карцином) итд (125,126). Свој антитуморски ефекат је 
остварен индукцијом апоптозе или заустваљањем ћелијског циклуса. Такође, 
комплекси бакра су демострирали снажнији антипролиферативни ефекат у in vitro 
условима од цисплатине (127)  
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ЦИСПЛАТИНА 
 Хемиотерапеутик цисплатину је отркио научник Barnetta Rosenberg 1965. 
године (128). Након овог открића, почела су интензивна истраживања у пољу 
антитуморске активности цисплатине, при чему се се овај лек показао као снажан 
потенцијални хемиотерапеутик. Даље, 1978. године овај лек је одобрен званично за 
клиничку употребу. Цисплатина припада групи алкирирајућих агенаса (цитостатика). 
Основни ефекат алкирирајућих агенаса и саме цисплатине се заснива на формирању 
хемијски чврстих, ковалентних веза са ћелијским компонентнима. Прецизније, унутар 
саме ћелије цисплатина се чврстим везама везује за молекул ДНК малигно 
трансформисане ћелије, у највећем броју случајева за N7 гванина. Овакав начин 
могућности везивања цисплатине доводи до формирања ,,cross-links“ укрштених веза и 
прекида у континуитету самог ДНК ланца ћелије. Формирањем ,,cross-links“  веза 
иницира се процес програмиране ћелијске смрти, такође долази и до застоја у активном 
одвијању ћелијског циклуса малигне ћелије. Можемо закључити да ефекти циспатине 
подразумевају инхибицију процеса репликације и транскрипције (94, 95).  
   Структурно посматрано цисплатина је хидросолубилни молекул где центар 
молекула заузима платина окружена са два атома хлора и две амонијум групе (129). 
Овај хемиотерапеутик се примењује спором интравенском инфузијом при чему треба 
нагласити да може озбиљно угрозити бубрежну функцију ако се не обезбеди адекватна 
хидратација и диуреза. Након уласка у циркулацију око 90% овог цитостатика се везује 
за протеине плазме (албумин, глутатион и трансферин). Преостала слободна, невезана 
фракција улази у ћелије и везује се ковалентно за ДНК молекул при чему се индукује 
апоптотоски процес (94, 95).  
 Улазак цисплатине у малигни ћелију је омогућен проласком директно кроз 
липосолубилну плазма мамбрану која окружује цитоплазму, процесом који називамо 
пасивна дифузија. Осим пасивне дифузије, у дистрибуцији цисплатине учествује и 
активни транспорт. Прецизније, акитвни транспорт овог цитостатика се спроводи у 
присуству специфичних протеинских траснпортера CTR1 (енг. Copper Transporter 1) и 
OCT2 (енг. Organic Cation Transporter 2) (130, 131). Први поменути протеински 
транспортер CTR1 је од есенцијалне важности за улазак бакра, али кроз овај 
транспортер може ући и цисплатина. Са друге стране, OCT2 протеински носач је 
локализован у бубрезима, при чему цисплатина уласком у тубулоците кроз овај 
транспортер може довести до некрозе тубула (нефротоксичности) (132). 

Након уласка у саму ћелију долази до хемијске промене цисплатине, прецизније 
формирања њене активне форме. Хлоридни лиганди се замењују молекулима воде, при 
чему овако настали активни комплекс је високо реактиван и везује се за ДНК молекул 
иницирајући унутрашњи апоптотоки пут. Формирање активног комплекса цисплатине 
унутар ћелије омогућава и снижена вредност хлорида у самом цитосолу у односу на 
конценрацију у серуму (94, 95). 

Након дуготрајне примене цисплатине може се јавити резистентност код 
малигно трансформисаних ћелија. Сам механизам развоја резистенције на лек је веома 
сложен и мултифакторијалан (95). Канцерске ћелије могу временом смањити број 
транспортера CTR1 при чему ће се смањити дистрибуција овог хемиотерапеутика. 
Даље, временом може доћи до повећаног елиминисања цисплатине из саме ћелије кроз 
посебне пумпе ATP7A и  ATP7B. Есенцијална улога ових ATP7A и ATP7B транспортера 
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је регулација концентрације бакра у ћелијама, при чему за активност ових пумпи  је 
неопходна енегија (АТП). Ови транспортни системи осим бакра могу да из ћелије 
,,елиминишу“ и ципслатину чиме смањују концензтрацију овог лека унутар малигних 
ћелија (133). Још механизам развоја резистенције туморских ћелија на цисплатину 
подразумева повећану синтезу глутатиона. Глутатион је по својој хемијској структури 
трипептид у чији састав улазе три аминокиселине глутамат (глутаминска киселина), 
цистеин, глицин које су повезане ковалентним пептидним везама. Глутатион преко 
свој -SH (тиол) групе може везати цисплатину и формирати неактиван комплекс (Pt–
GSH), који се не може везати за молекул ДНК. Новоформирани неактиван комплекс 
Pt–GSH се може елиминисати путем ATP7A и ATP7B транспортера (134, 135) . 

Осим појаве резистенције канцерских ћелија на цисплатину, применом овог 
лека долази до великог броја нежељених дејстава услед слабе селективности. Главна 
нежељена дејства обухватају нефротоксичност, хепатотоксичност, ототоксичност, 
кардиотоксичност, мијелосупресију, мучнину, повраћање итд (94, 95, 136).  

Нефротоксичност је индукована нагомилавањем цисплатине у тубулоцитима 
посредством OCT2 протеинског носача (137). Мијелосупресија је условљена самим 
дејством цисплатине на ћелије које се брзо деле (ћелије коштане сржи). 
Хепатотоксичност и гастроинтетстинална токсичност су последица везивања лека 
неселективно за различите ћелијске компонентне при чему долази до оштећења ткива. 
Прецизније, већина нежељених ефеката када говоримо о цисплатини је последица 
повећане продукције реактивних кисеоничних врста и оштећења митохондрија. Дакле, 
присуство цисплатине индукује појаву оксидатинвог стреса (94, 95).  
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КОЛОРЕКTАЛНИ КАРЦИНОМ 
 Колоректални карцином је други по реду. Иза малигнитета плућа узрок смрти и 
Сједињеним Америчким Државама. Само у 2020. години дијагностиковано је 1 900 000 
нових случајева колоректалног карцинома широм света . Исте године забележено је 
око 930 000 смртних случајева узрокованих овим малигнитетом. У временском оквиру 
од 1999. године до 2020. године у Србији је од колоректалног малигнитета оболело 
1696 мушкараца и 1112 жена. Просечна стопа инциденције је била 34,4 за мушкарце и 
19,5 за жене .  У свету стопа инциденције је протеклих 25 година опала, а разлог лежи 
у самом редовном вршењу скрининга. Прецизније, стопа морталитета у Сједињеним 
Америчким Државама је опала за око 25% као полседица ране дијагностике овог 
малигнитета (138, 139).  
 Сматра се да сам настанак колоректалног малигнитета је повезан са исхраном 
богатом црвеним и прерађеним месом. Прецизније, животињске масти које су 
локализоване у црвеном месу условљавају повећање пропорције анаероба у 
микрофлори црева, што за последицу има конверзију нормалних жучних киселина у 
канцерогене. Осим тога постоји постоји позитивна корелација између повишених 
вредности холестерола и ризика за настанак колоректалног карцинома. Абдоминална 
гојазност, физичка неактивност, пушење, старост и алкохол су такође фактори ризика 
за настанак канцера. Развој инсулинске резистенције такође повећава ризик од 
обољевања (140, 141). 
 Треба истаћи да процентуално гледано колоректални рак највише се развија из 
аденоматозних полипа. У самим полипима (као и колоректалном раку) детектоване су 
разне молекуларне промене које услед дуготрајног времена доводе до развоја 
инвазивног карцинома.  Овај процес канцерогензе обухвата тачкасте мутације у К-ras  
протоонкоген, хипометилацију ДНК, губитак алела на дугом краку хроозома 5 (5q21), 
губитак алела на месту тумор суспресорског гена лоциран на хромозому 18q итд (140, 
142).  
 Фактори ризика за настанак колоректалног карцинома обухватају и  
хередитарне синдроме у шта убрајамо Линчов синдром, МYH полипоза, Фамилијарна 
аденоматозна полипоза. Можемо закључити да је од есенцијалног значаја сама 
генетика у развоју канцерогенезе колона (140). 
 Јасно је да ће симптоми колоректалног карцинома варирати у складу са самом 
анатомском локализацијом малигнитета. Врло често у почетној фази развоја канцера 
симптоми су неспецифични и одсутни. Малигнитет који је настао у цекуму и у 
асцедентном колону може се проширити без осптруктивних симптома. Доминантно је 
да пацијенти који имају развијен канцер у асцедентном колону често имају умор, 
палпитације и присутну хипохромну микроцитну анемију. Анемија је условљена 
крварењем (140). 
 Код тумора у десцедентном колону постоји опструкција проласка столице, што 
условљава појаву абдоминалних грчева. Малигнитет у ректосигноидном делу дебелог 
црева прати присуство свеже крви у столици (хематохезија), тенезми као и промене у 
навикама пражњења (140).   
 Оптималан третман колоректалног рака подразумева хирушко лечење, тоталну 
ресрекцију тумора. Хирушко лечење је од есенцијалног значаја у раном стадијуму 
болести. Насупрот томе, у адјувантној и метастатској фази болести користимо од 
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хемиотерапеутика 5-Флуороурацил (5-FU) који примењујемо интравенски и примена 
овог лека је од есенцијалног значаја код пацијената са метастатским променама у јетри. 
Одличан ефекат овај хемиотерапеутик има у комбинацији са комбинацији са 
леуковорином (фолинатом), поготово код узнапредовалог стадијума болести. Такође, у 
терапији колоректалног карцинома се примењује оксалиплатин као комбинација 5-FU 
и леуковорин са оксалиплатином (140, 143).  
 

МАЛИГНИТЕТ ЦЕРВИКСА 
 Малигниет грлића материце је четврти по учесталости карцином код жена 
широм света (144). У 2020. години је дијагностиковано 604 127 нових случајева са 
инциденцијом од 13,3 на 100 000 жена (145). Такође је важно нагласити да највећи број 
новодијагностикованих жена живе у земљама ниског индекса развоја. У Србији је 
2002. године инциденција обољевања од карцинома грлића материце износила око 27,2 
на 100 000 жена (146) .За 2020. годину, процењена инциденција у Србији била је 18,7 
на 100 000 жена (144). Само у 2022. години је процењено око 348 709 смртних 
случајева од рака грлића материце (147). 
   Главни узрок развија цервикалног карцинома представља инфекција HPV (енг. 
Human Papilloma Virus). Сматра се да је ово заправо примарни догађај у развоју 
канцерогенезе. Овај вирус је изграђен од дволанчане ДНК (dsDNA) и припада 
породици Papillomaviridae. Даље, HPV има могућност да инфицира епител у региону 
трансформационе зоне цервикса. Детектовано је до сада више од 60 типова HPV 
вируса, при чему 20 има способност да индукује развој канцерогенезе што ће даље 
условити развој инвазивног карцинома. Карактеристично је да су типови HPV-16 и 
HPV-18 залужни за развој дисплазије високог градуса. Осим HPV инфекције у факторе 
ризика тза настанак канцера цервикса убрајамо рано ступање у сексуалне односе, 
велики број сексуалних партнера, пушење и имуносупресија (140).  
 HPV геном кодира протеине Е6 и Е7 који имају могућност да се везују и 
инхибирају активност p53 протеина. Овај протеин p53 је заправо чувар генома и има 
есенцијалну улогу у нормалном функционисању ћелије. Осим тога Е7 протеин се мое 
иреверзибилно везати и спречити нормалну функцију pRb (енг. retinoblastoma protein). 
Овај молекул pRb је од есенцијалног значаја за контролу одвијања ћелијског циклуса 
(148).  
 Рана фаза болести је најчешће асимптоматска, док се код развијеног инвазивног 
карцинома јавља постокоитално крварење, крварење између циклуса или 
менометрорагија. Осим тога јавља се непрјатан мириси и жућкасти исцедак. 
Метастатску газу болести карактерише бол у леђима или карлици, оток ногу 
(компресија лимфних судова), тромбоза дубоких вена (140).  
 Дијагноза канцера цервикса се поставља на основу анамнестичких података, 
гинеколошког прегледа (видљив тумор на грлићу материце, улцерације), Папаниколау 
теста (скрининг метода за ране промене на грлићу), HPV тест, биопсија. Есенцијална 
улога Папа теста је да се открије асимптоматска преинвазивна дисплазија ћелија 
грлића материце (140).  
 Важно је истаћи да постоје одобрене вакцине које садрже рекомбинантне 
протеине вируса HPV-16 и HPV-18 за које се сматра да су одговорни за преко 60% 
случајева појаве канцера. Само вакцинисање жена пре него што постану сексуално 
активне (пре излагања вирусу) смањује стопу инфекције и спречавају појаву 
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дисплазије. Треба напоменути да су и вакцинисане жене и даље изложене ризику од 
других врста HPV инфекције па је и даље неопходно применити Папа тест (140). 
 Сам терапијски приступ када је у питању карцином цервикса зависи од степена 
захваћености ткива, величине тумора и метастатских промена. Рана локализована 
болест се може решити хирушким путем и радиотерапијом.  Код метастатске фазе 
болести могу се применити хемиотерапеутици цисплатин и карбоплатин (140).  
 

МУЛТИФОРМНИ ГЛИОБЛАСТОМ 

АСТРОЦИТОМИ ГРАДУСА IV 
 Астроцитоми представљају инфилтративне туморе који настају и развијају се од 
глијалних ћелија. Светска здравствена организација (енг. WHO, World Health 
Organization) према хистолошким параметрима класификује астроцитоме на четири 
прогностичка градуса. Градус I (пилоцитни астроцитом, субепендимални астроцитом 
гигантских ћелија), градус II (дифузни астроцитом), градус III (анапластични 
астроцитом) и градус IV (глиобластом) (140).  
   Већина високоградусних астроцитома су заправо глиобластоми. Мултиформни 
глиобластом представља најчешћи и најагресивнији примарни тумор централног 
нервног система са просечним преживљавањем од момента постављања дијагнозе 15 
месеци. Инциденција износи просечно 3,19 случајева на 100 000 особа годишње у 
Сједињеним Америчким  Државама. У тренутку постављања дефинитивне дијагнозе 
просечна старост пацијената је 64 године. Иако је појава овог малигнитета чешћа код 
старијих особа, могућа је појава и код млађих особа (до 19 година), али чини удео од 
само 3% свих врста дијагностикованих малигнитета мозга код младих. Можемо јасно 
закључити да је глиобластом тумор одраслих, док су код деце су други типови 
малигнитета централног нервног система чешћа појава. (140, 149).  
У факторе ризика за настанак мултиформног глиобластома спада изложеност високим 
дозама јонизујућег зрачења (150). Такође, имуносупресија значајно је повезана са 
појавом глиобластома.  Насупрот томе, студије су показале да постојање алергијских 
или атопијских болести је повезано са смањеним ризиком од развоја овог малигнитета. 
(151). У настанку глиобластома као што је случај и са другим врстама малигнитета 
долази до генских поремећаја који условљају развој канцерогензе. Ген EGFR (енг. 
Epidermal Growth Factor Receptor) је од есенцијалног значаја за регулацију ћелијске 
деобе и саму прогресиу ћелије. Прецизније, активацијом овог гена кодира се рецептор 
који је локализован на плазма мембрани ћелије (тирозин киназни рецептор), при чему 
након везивања одговарајућег лиганда долази до активације сигналних путева који 
промовишу ћелијску деобу и спречавају индукцију апоптозе. Стога, јасно је да 
појачана експресија или мутација у гену EGFR доприноси развоју канцера (152).  Даље, 
у развоју малигнитета улогу има и губитак функције или делеција гена PTEN (енг. 
Phosphatase and Tensin Homolog). Овај ген има улогу у инхибицији неконтролисане 
ћелијске деобе стога губитак резултира повећану пролиферацију малигних ћелија (153 
). Ген TERT (енг. Telomerase Reverse Transcriptase) је од есенцијалног значаја у 
контроли дужина теломере. Мутације овог гена су повезане са изегавањем процеса 
апоптозе чиме ћелије могу неконтролисано да се деле (153). Осим тога, улогу у развоју 
канцерогенезе мултиформног глиобластома има инактивација или делеција гена 
CDKN2A/CDKN2B. Ови гени спадају у тумор супресорске гене чија је есенцијална 
улога у стогој контроли ћелијске деобе (152). Мутације  гена IDH1 и IDH2 (енг. 
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Isocitrate Dehydrogenase 1, Isocitrate Dehydrogenase 2) су присутне код мултифомног 
глиобластома, при чему се ове мутације најчешће јављају код млађих пацијената. 
Физиолошка улога ових гена је у синтези регулаторних ензима који учествују 
Кребсовом циклусу. У физиолошким условима циклус лимунске киселине је важан за 
добијање енергије (153). Ген Т53 спада у групу тумор супресорских гена, физиолошка 
улога је у контроли одвијања ћелијског циклуса, активацији програмиране ћелијске 
смрти и поравке ДНК молекула. Мутације овог гена доводе до инхибиције спољашњег 
и унутрашњег апоптотоског пута као и промоције канцерогенезе (154). Астроцитоми 
градуса IV  су високоинфилтративни тумори, а области појачаног Т2/FLAIR сигнала 
који окружује главну туморску масу садрже инвазивне туморске ћелије.  
 Када говоримо о клиничкој слици пацијената оболелих од мултиформног 
глиобластома, она се не раликује у значајној мери од присутних симтома код других 
обољења централног нервног система. Главобоља је често присутна у јутарњим (може 
пацијента пробудити из сна) часовима може бити прaћена мучнином и повраћањем. 
Такође, могу се јавити епилептични напади, фокални неуролошки дефицити, пормећај 
стања свести и поремећај вида (140, 155 ). Према доступним подацима Glioma 
Outcomes Projectu  око 60% пацијената наводи као водећи симптом главобољу (156). 
Често се у склопу болести јавља поремећај личности и понашања. Јавља се апатија, 
недостатак мотивације, заборавност, смањена или повећана раздражљивост. Осим тога, 
јавља се депресија или анксиозност, губитак интересовања за раније активности и 
немогућност да се изврше започети задаци (157).  
 Сви претходно описани симптоми у пракси се врло често мешају са 
психијатријским поремећајима, што може за последицу имати одлагање дијагнозе. Из 
свега претходно наведеног моемо закључити да се ради о веома агресивном тумору где 
је рана дијагноза од есенцијалног значаја.  
 Стандарна терапија мултиформног глиобластома подразумева хирушку 
интервенцију, радиотерапију и хемиотерапију. Од цитостатика користи се 
темозоломид, хемиотерапеутик који спада у групу алкилирајућих агенаса и примењује 
се орално. Нежељена дејства овог лека су последица неселективности, па се може 
јавити супресија коштане сржи, кардиотоксичност, хепатотоксичност, 
нефортоксичност (158).  
 Новије терапијске мере које су још у фази испитивања подразумевају 
таргетиране молекуларне агенсе усмерене ка тирозин киназним рецепторима и 
рецепторима VEGFR (159). 
 Прогностички фактори зависе од туморског градуса, животне доби 
хистолошких одлика као и анатомске локализације. Посебан проблем у лечењу 
представља појава резистенције канцерских ћелија на темозоломид. 
 Из претходно наведених чињеица, можемо закључити да би развитак 
потенцијалних цитостатика могао да помогне у ефикаснијој терапији мултиформног 
глиобластома.  
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2. ЦИЉЕВИ И 
ХИПОТЕЗЕ 
СТУДИЈЕ 
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Циљ овог истраживања јесте испитивање антитуморског дејства 
новосинтетисаних бакар(II) једињења на туморске ћелијске линије U251, HeLa и 
HCT116, као и на малиго неизмењене фибробласте MRC-5. Након процене 
цитотоксичног дејства, детаљно ће се анализирати молекуларни механизми који доводе 
до антипролиферативног ефекта.  

 
У складу са постављеним циљем поставили смо следеће експерименталне циљеве: 
   
1. Анализирати антитуморски ефекат новосинтетисаних бакар(II) једињења на 
изабране канцерске и немалигне ћелије. 
2. Идентификовати механизам који условљава статистички значајно смањење 
вијабилности канцерских ћелија и одредити доминантан тип ћелијске смрти услед 
дејства бакар(II) једињења.  
3. Анализирати промене у експресији есенцијалних молекула укључених у 
регулацију ћелијске пролиферације односно, активност проапоптотског протеина 
активног-bax, активност антиапоптотског протеина bcl-2 као и активност каспазе-3.  
4. Утврдити утицај новосинтетисаних бакар(II) једињења на одвијање ћелијског 
циклуса. 
 
 
 
Хипотезе студије: 
 
• Новосинтетисани бакар(II) комплекси делују цитотоксично на U251 
(глиобластом), HeLa (карцином цервикса), HCT 116 (карцином колона) туморске 
ћелије. 
• Новосинтетисана бакар(II)  једињења демонстрирају минималан или веома слаб 
антипролиферативни ефекат на контролну ћелијску популацију, фибробласте MRC5. 
• Антитуморско ејство тестираних једињења остварује се индукцијом 
програмиране ћелијске смрти. 
• Услед индукције процеса апоптозе долази до промене у Bcl-2/Bax односу, који 
фаворизују активацију митохондријалног пута апоптозе. 
• Апоптоза туморских ћелија је каспаза зависна, односно долази до повећања 
удела  ћелија које емитују флуоресценцију карактеристичну за активну каспазу-3.  
• Новосинтетисани комплекси бакра редукују вијабилност малигних ћелија 
комбинацијом два механизма, активацијом апоптозе и индукцијом застоја у 
дпецифичним фазама ћелијског циклуса. 
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3. МАТЕРИЈАЛ И 
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Наша студија је осмишљена и спроведена као експериментална in vitro студија. 
У истраживању смо користили искључиво хумане ћелијске линијекоје су комерцијално 
доступне истраживачкој заједници широм света. У студији су биле укључене следеће 
ћелијске линије: 

 HCT116, 
 HeLa, 
 U251, 
 MRC-5. 
 

Ћелијска линија HCT116 представља хумане ћелије колоректалног карцинома. 
 
Ћелијска линија HeLa представља хумане ћелије цервикалног карцинома 

изоловане из 31-годишње пацијенткиње у болници „Johns Hopkins“.  
 
Ћелијска линија U251 представља хуману ћелијску линију 

глиобластома/астроцитома и изолована је из из тумора мозга 75-годишњег мушког 
пацијента. У in vitro истраживањима ова ћелијска линија се најчешће користи као 
модел глиобластома за тестирање антипролиферативне активности разних једињења.  

 
Ћелијска линија MRC-5 немалигне хумане ембрионалне фибробласте плућа и 

изолована је из из плућног ткива хуманог мушког фетуса старог око 14 недеља. Ова 
ћелијска линија се најчешће користи у in vitro студијама као контролна ћелијска 
линија.  

 
Све тестиране ћелијске културе смо одржавали и култивисали под сличним 

условима. Суспензија ћелија (коју смо претходно замрзли) одмрзавана је у топлој води 
максимално два минута уз интензивно мешање. Након одмрзавања, садржај 
криовајлице смо пребацили у стерилне епрувете у којима је претходно стављено 15 mL 
комплетног медијума. У следећем кораку епрувете су центрифугиране 10 минута на 
1000 обртаја/мин. после чега смо супернатант одвојили, а ћелијски талог је 
ресуспендован краткотрајним вортексовањем у 5 mL комплетног медијума. Затим смо 
садржај пребацили у пластичне фласкове који се користе за адхерентне ћелијске 
културе. Фласкове са ћелијским култирама смо поставили у инкубатор са апсолутном 
влажношћу и 5% CO₂, при сталној температури од 37 °C. 

Све претходно поменуте ћелијске културе смо одржавали у комплетном 
медијуму за ћелијске културе, које смо припремили  у складу са инструкцијама 
произвођача (ATCC, American Type Culture Collection).  Затим смо тако припремљен 
медијум користили за редовну култивацију и одржавање малигних и немалигних 
адхерентних ћелијских култура.  

Ћелијске културе у in vitro условима смо култивисали о конфлуентности фласка 
од 90%, након чега смо вршили расејавање ћелија. Све експерименте смо изводили 
искључиво у у експоненцијалној фази раста ћелија , са три узастопна понављања из 
различитих пасажа. Ово је рађено у циљу обезбеђивања валидних резултата.  

Рад са ћелијским културама је извођен у стерилним условима у ламинарној 
комори са вертикалним протоком ваздуха. Сав материјал је пре и после коришћења 
прскан 70% медицинским алкохолом (етанол).  
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Синтеза бакарних једињења извршена је на Природно-математичком факултету 
у оквиру истраживачке групе под руководством више научне сараднице др Марине 
Костић. 

 
 
 
 

 
Слика 3.  Структура бакарних једињења 

 
Након јасног дефинисања структуре комплекса бакра, добијени су у количини 

од по 20 mg.  Бакарна једињења су растворљива у диметилсулфоксиду (DMSO, 
dimethylsulfoxide), а концентрација DMSO-а у радном раствору никада није прелазила 
0,05% v/v, што је граница токсичности за ћелије. 

Огвоварајући раствори комплекса бакра су припремани непосредно пре 
извођења експеримената чиме се обезбедила стабилна структура комплекса. Пре тога је 
стабилност комплекса након три различита временска интервала од момента 
растварања у DMSO-у потврђена посматрањем и снимањем њихових UV-Vis спектaра, 
користећи Perkin-Elmer Lambda 35 спектрофотометар. 
 

ВАРИЈАБЛЕ ИСТРАЖИВАЊА 
 Независне варијабле (узроци) у нашем истраживању били су примљена 
једињења бакра док су зависне варијабле (исходи) обухватале резултате стопе 
преживљавања (вијабилности), цитотоксичности, апоптозе и анализе ћелијског циклуса 
испитиваних ћелија. 
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МТТ ТЕСТ 
 Стопа преживљавања (вијабилност) ћелија као и цитотоксичност 
новосинтетисаних бакар(II) једињења испитиване су MTT-тестом. 
 МТТ тест је изабрана метода за дефинисање стопе преживљавања, односно 
метаболичке активности ћелија. Прецизније, овим тестом детектујемо активност 
NAD(P)H-зависних оксидоредуктаза, ензима који су функционално присутни 
искључиво у живим ћелијама. Повишена активност ових оксидоредуктаза у култури 
указује на већи број метаболички активних, односно виталних ћелија. За правилну 
интерпретацију резултата овог теста неопходно укључити контролу ― популацију 
ћелија која није изложена ниједном једињењу, већ се одржава у чистом, комплетном 
медијуму.  NAD(P)H-зависна оксидоредуктаза је ензим одговоран за редукцију жутог 
раствора тетразолијум-бромида (5 mg/mL у PBS-у) у формазан, нерастворни кристални 
продукт карактеристичне љубичасте боје. Прецизније, што је интензитет љубичасте 
боје у узорку након извођења MTT-теста већи, то је у том узорку био присутан већи 
број живих, метаболички активних ћелија. Стога, већа вијабилност указује и на слабији 
антитуморски ефекат неке испитиване супстанце. 

Стопа преживљавања сва четири типа тестираних ћелија (HCT116, HeLa, U251, 
MRC-5 ) испитана је након 24, 48 и 72 часа инкубације (у три временска интервала) у 
присуству растућих моларних концентрација једињења бакра (0,3–100 µM). Поред 
ових једињења, под истим условима тестиран је и утицај цисплатине, која је у нашим 
експериментима коришћена као позитивна контрола и референтни цитостатик. 

Принцип MTT теста може се формулисати на следећи начин: 
 Приближно једнак број ћелија (око 5000 по бунару), након одвајања 

трипсином из фласкова у којима су биле култивисане, засејаван је у појединачне 
бунаре 96-бунара микротитар плоча. У тренутку засејавња ћелије су  биле у 
експоненцијалној фази раста, инкубиране су 24 часа на 37 °C и 5% CO₂ како би се 
залепиле на површини бунара. Након тог периода, ћелије су третиране растућим 
концентрацијама једињења бакра  (0,3–100 µM). Контролу су чинили бунари у које је 
додат само комплетан медијум (без присуства једињења бакра). Након тога је 
супернатант аспириран и у бунаре је додат 10% MTT раствор, а цитотокичност је 
одређивана након 24, 48 и 72 часа. Абсорбанца је очитавана на ELISA читачу у року од 
30 минута, при таласној дужини од 595 nm. Након тога смо рачунали стопу 
преживљавања ћелија по следећој формули: 

 

V=(ABSt-Blank)*100/(ABSk-Blank), 

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. 
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Поред наведених варијабли, осебну пажњу смо посветили одређивању IC₅₀ 
вредности (вредност половине максималне инхибиторне моларне концентрације). 
Вредност IC₅₀ је дефинисана применом линеарне или логаритамске регресије, у 
зависности од типа биолошког одговора на тестирано једињење, уз коришћење 
програма Microsoft Excel 2016, пратећи претходно описану методологију. 
 

ANNEXIN V/PI ТЕСТ 
  Након што смо дефинисали антипролиферативни ефекат једињења паладијума, 

следећи корак истраживања био је да прецизније испитамо механизам деловања ових 
једињења. Прецизније, дефинисали смо однос ћелија у апоптози и некрози, користећи 
Annexin V/PI тест и проточну цитометрију за квантитативно мерење ових промена. 

Принцип овог теста подразумева у првом кораку третирање ћелија IC₅₀ 
концентрацијом. Апоптотске ћелије карактерише спољашња локализација фосфатидил-
серина на ћелијској мембрани, што омогућава везивање молекула Annexin V. а 
детекцију проточном цитометријом, Annexin V је коњугован са флуоресцентним FITC, 
који емитује зелену флуоресценцију. Са друге стране, PI (Propidium Iodide), 
наранџасто-црвене боје, везује се за молекул ДНК у једру, али само код ћелија са 
нарушеном ћелијском мембраном. Живе ћелије са интактном мембраном не 
дозвољавају улазак PI. Комбинацијом ових два бојења могуће је разликовати: 
вијабилне ћелије, ћелије у раној апоптози, ћелије у касној апоптози и некротичне 
ћелије.  

На овај начин се квантитативно одређује однос ћелија у апоптози и некрози 
након третмана једињењима бакра.  

Ћелије третиране IC₅₀ концентрацијом одговарајућих бакарних комплекса, 
подигнуте су из плоча, више пута испране у ледено хладном PBS-у и суспендоване у 
Binding buffer-у у концентрацији од 10⁶ ћелија/mL. По 100 µL ове ћелијске суспензије 
пребачено је у три епрувете од 5 mL, пошто је експеримент извршен у трипликату и у 
три независна понављања. У сваку епрувету додато је по 5 µL Annexin V-FITC и 5 µL 
Propidium Iodide (PI). Ћелије су кратко вортексоване и инкубиране 15 минута у мраку 
на собној температури.  У последњем кораку је додато још 400 µL Binding buffer-а  у 
сваку епрувету, након чега су резултати очитавани проточним цитометром. 

Добијене резлутате смо обрадили и презентовали уз помоћ софтвера за анализу 
проточне цитометрије FlowJo VX. 
 

ДЕТЕКЦИЈА ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА 
 Осим одређивања односа ћелија у апоптози и некрози, наше истраживање је 
обухватило и утицај бакар(II) комплекса на ћелијски циклус ћелија тумораU251. Циљ 
је био да утврдимо да ли ове  тестиране супстанце успоравају деобу туморских ћелија. 
Испитали смо на који начин једињења бакра утичу на расподелу ћелија у различитим 
фазама ћелијског циклуса, користећи PI бојење и квантитативно мерење проточном 
цитометријом. 
 Принцип анализе ћелијског циклуса помоћу PI бојења заснива се на 
способности молекула Propidium Iodide да се везује за молекул ДНК. Интензитет 
флуоресценције који емитује PI везан за ДНК у појединачним ћелијама омогућава 
одређивање фазе ћелијског циклуса у којој се ћелија налази. Проточна цитометрија 
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омогућава квантитативну анализу расподеле ћелија у различитим фазама ћелијског 
циклуса. 
 Први корак подразумева одговарајући третман туморских ћелија 
концентрацијом једињења бакра (IC₅₀ вредности). Након третмана ћелије су подигнуте 
трипсином и испране медијумом и два пута фосфатним пуфером. Након испирања, 
ћелије су фиксиране у ледено хладном 70% етанолу и чуване на 4 °C најмање 1 сат. 
Даље, ћелије су два пута испране у ледено хладном фосфатном пуферу (PBS), а затим 
третиране са 100 μg/mL RNase и 200 μL раствора Propidium Iodide. Након 30-минутне 
инкубације у мраку на собној температури, додато је још 300 μL PBS-а, након чега су 
резултати очитавани проточним цитометром. 
 Добијене резултате смо обрадили и представили помоћу софтвера за анализу 
проточне цитометрије FlowJo VX. 
 

АНАЛИЗА АПОПТОТИЧНИХ ПРОТЕИНА 
Апоптозу можемо активирати двојако, спољашњим путем и унутрашњим. У 

циљу детаљног одређивања механизма анитполиферативне активности једињења бакра 
мерили смо експресију есенцијалних пртеина укључених у програмирану ћелијску 
смрт. Прецизније, анализирали смо експресију проапоптотског протеина Bax, 
aнтиапоптотског протеина Bcl-2 као и присуство активне каспазе-3. Дакле, сврха 
анализе протеина апоптозе  је била да се утврди да ли третиране малигно измењене 
ћелије показују промене у експресији протеина апоптозе односу на нетретиране. 
Прецизније, да ли бакарна једињења утичу на активност и екпсресију Bax-а, Bcl-2 и 
активиране каспазе-3. 
 Први корак је обухватао 24-часовни третман туморских ћелија одговарајућом 
концентрацијом бакарних једињења (IC₅₀ вредности).  
 Након третмана ћелије су подигнуте трипсином и испране једном медијумом, а 
затим два пута ледено хладним фосфатним пуфером (PBS). 
 Након фиксације и пермеабилизације у складу са упутством произвођача, 
неспецифично везивање антитела блокирано је додавањем козјег серума. Затим су 
ћелијама додавана одговарајућа примарна антитела, а уколико примарно антитело није 
било обележено, примењено је и секундарно антитело. 

Након 30-минутне инкубације у мраку на собној температури, у сваку епрувету 
је додато још 300 μL фосфатног пуфера (PBS), а резултати су очитавани проточним 
цитометром. 

Просечан интензитет флуоресценције (Mean Fluorescence Intensity – MFI) за Bax 
и Bcl-2 израчунаван је као однос између интензитета флуоресценције мереног 
молекула (raw mean channel fluorescence) и флуоресценције изотипске контроле. Даље, 
екпресија активне каспазе-3 дређивана је анализом процента ћелија које испољавају 
флуоресценцију специфичну за овај активни протеин. 

Након мерења, резултати су обрађени и визуализовани помоћу софтвера за 
анализу проточне цитометрије FlowJo VX. 
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СТАТИСТИКА 
Први корак у статистичкој анализи добијених резултата обухватао је је анализу 
дистрибуције података. У зависности од тога да ли су подаци били нормално 
распоређени или не, бирали смо одговарајући статистички тест. Зависност ефекта лека 
од његове концентрације испитивана је применом линеарне или логистичке регресије. 
Вредност р која је била мања од 0,05 је узимана за сигнификантну (статистички 
значајну) и приказивана је као “*” на графицима. Статистички програм коришћен у 
анализи добијених резултата је био SPSS v20. 
 Резултати су приказани у виду стубичастих, тачкастих и линеарних дијаграма, 
као и у табеларном облику. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 
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 Резултати наше студије обухватају анализу антипролиферативног ефекта Cu(II) 
комплекса на канцерске ћелије и фибробласте. Прецизније, детаљно је испитиван 
цитотокисчни ефекат два једињења бакра и временским интервалима од 24, 48 и 72 
часа. 
 Осим тога, анализиран је и антипролиферативни ефекат цисплатине и 
оксалиплатине на канцерске и немалигне ћелије у циљу поређења биолошког ефеката 
са једињењима бакра.  

Метода коју смо користили за анализу биолошке активности је МТТ тест. 
 

УТИЦАЈ Сu(II) ЈЕДИЊЕЊА, ЦИСПЛАТИНЕ И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА 
ПРЕЖИВЉАВАЊЕ HеLа ЋЕЛИЈА 

 Добијени резултати показују да третман Cu1 доводи до сигнификантног 
смањења вијабилности HеLа ћелија након 24 часа инкубације in vitro, и то при 
концентрацијама већим од 3 µM. Прецизније, при концентрацији од 10 µM , 30 µM и 
100 µM дошло је до статистички значајног умањења пролиферације канцерских ћелија 
(p< 0,05, графикон 1). Ниже концентрације нису изазвале статистички значајне 
промене (p > 0,05 графикон 1). На основу добијених података израчуната IC50 вредност 
је износила 36.3±4.9µM.  
 Испитивањем биолошке активности Cu2 једињења утврђено је да овај комплекс 
изазива значајно смањење стопе преживљавања HеLа ћелија већ при концентрацији од 
10 µM (p<0,05, графикон 1). Насупрот томе, третман једињењем бакра у 
концентрацијама нижим од 10 µM није довео до статистички значајног пада 
вијабилности у односу на контролне, нетретиране ћелије (p > 0,05). IC50 вредност за 
Cu2 комплекс је износила 29.8±4.9µM.  
 На основу свих претходно поменутих података можемо закључити да су 
једињења бакра Cu1 и Cu2 показала снажан антипролиферативни ефекат већ након 24 
часа инкубације.    
 Током тестирања антиканцерског дејства цисплатине на HеLа ћелије утврђено је 
да овај хемиотерапеутик индукује умањење пролиферације малигних ћелија већ при 
концентрацији од 10 µM , 30 µM и 100 µM (p<0,05, графикон 1).  У концентрацијама 
нижим од 10 µM овај хемиотерапеутик није изазвао статистички значајно смањење 
преживљавања HеLа ћелија (p > 0,05). Добијена IC50 вредност за циспалтину је 
износила 28.6±5.5µM. 
 После 24-часовног третмана HеLа ћелија оксалиплатином утврђено је да овај 
хемиотерапеутик испољава значајан цитотоксични ефекат при концентрацији од 3 µM 
(p<0,05, графикон 1). При нижим моларним концентрацијама овај лек није имао 
значајан утицај на пролиферацију канцерских ћелија (p > 0,05).  Израчуната IC50 
вредност за оксалиплатину након 24 часа инкубације је износила 27.4±2.9µM. 
 Можемо закључити да цисплатина као и оксалиплатина показују снажан 
антиканцерски ефекат након 24 часа инкубације. Прецизније, за сва тестирана 
једињења (Cu1, Cu2, циспалтина и оксалиплатина) добили смо сличне  IC50 вредности. 
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Графикон 1. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера цервикса 
након 24 часа инкубације  
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Након 48-часовног in vitro третмана HeLa ћелија једињењем Cu1, , значајно 
смањење стопе преживљавања малигних ћелија примећено је већ при концентрацији од 
3 µM (p < 0,05, графикон 2). Осим тога сигнифкатан утицај на пролиферацију ћелија је 
демонтриран и при концентрацијама од 10 µM, 30 µM и 100 µM. Супротно томе, 
применом нижих концентрација једињења бакра, односно 1 µM и 0,3 µM, није дошло 
до статистички значајног умањења стопе преживљавања HeLa ћелија (p > 0,05). 
Добијена  IC50 вредност за Cu1 након 48 часа инкубације је износила 23.7±2.1 µM. 

При тестирању антиканцерског ефекта Cu2 једињења, значајно смањење стопе 
преживљавања забележено је већ при концентрацији од 3 µM (p < 0,05, графикон 2). 
Статистички значајно смањење преживљавања примећено је и при концентрацијама од 
10 µM, 30 µM и 100 µM. Супротно томе, применом нижих концентрација комплекса 
бакра, није дошло до статистички значајног умањења стопе преживљавања HeLa 
ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност за Cu2 је износила 19.1±2.0 µM. 

Можемо закључити да након 48 часова инкубације Cu1 и Cu2 комплекси 
показују снажана антитуморски ефекат.  

Након третмана HeLa ћелија хемиотерапеутиком, цисплатином, значајан 
антипролиферативан ефекат је детектован при концентрацији од 3 µM (p < 0,05, 
графикон 2). Супротно томе, применом нижих концентрација комплекса, односно 0,3 
µM и 1 µM, није дошло до статистички значајног умањења стопе преживљавања HeLa 
ћелија (p > 0,05). IC50 вредност за цисплатину након 48 часова инкубације је износила 
10.4±2.6µM.  
 При испитивању цитотоксичног дејства оксалиплатине након 48-часовног in 
vitro третмана HeLa ћелија, сигнификантан антипролиферативан ефекат забележен је 
већ при концентрацији од 1 µM (p < 0,05, графикон 2). Даље, при вишим 
концентарцијама такође је забележено сигнификантно смањење вијабилности. При 
моларности од 0,3µM није забалежен значајани антиканцерски ефекат (p > 0,05). 
Израчуната IC50 вредност за овај хемиотерапеутик је износила 9.7±1.5 µM.  
 Можемо закључити да су цисплатина и оксалплатина демонтрирали снажан 
антипролферативни ефекат на HeLa ћелије.  
кцкх 
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Графикон 2. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера цервикса 
након 48 часова инкубације  
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 При испитивању антиканцерског ефекта Cu1 комплекса након 72-часовне 
култивације HeLa ћелија, установљено је да већ при концентрацији од 1 µM долази до 
статистички значајног смањења стопе преживљавања (р<0,05, графикон 3). Супротно 
томе, применом ниже концентрације бакарног комплекса, односно 0,3 µM, није 
забележено статистички значајно смањење преживљавања ћелија (p > 0,05). Добијена 
IC50 вредност  за Cu1 је износила 17.3±1.5 µM. 
 Тестирањем антиканцерског ефекта Cu2 једињења на HeLa ћелије након 72-
часовне култивације утврђено је да већ при концентрацији од 1 µM долази до 
сигнификатног умањења стопе преживљавања (р<0,05, графикон 3). Додатно, при 
концентрацијама вишим од 1 µM забележено је значајно умањење вијабилности 
канцерских ћелија. Применом 0,3 µM Cu2, није забележено статистички значајно 
смањење преживљавања ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu2 је износила 
11.9±2.2 µM. 

Након 72-часовне култивације HeLa ћелија у присуству хемитерапеутика 
цисплатине при концентрацији од 1 µM забележен је значајни антипролиферативни 
ефекат (р<0,05, графикон 3). Супротно томе, при концентрацији комплекса бакра од 
0,3 µM није показан сигнификантни антипролиферативни ефекат (p > 0,05).  IC50 
вредност за цисплатину након 72 часа инкубације је износила 9.3±1.7µM.  

Током 72-часовне култивације HeLa ћелија, оксалиплатина је испољила снажан 
антипролиферативни ефекат, при концентрацији од 1 µM (р<0,05, графикон 3). Такође, 
при концнетрацији од 0.3µM није забележено сигнификантан пад вијабилности 
канцерских ћелија (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину је износила 
9.4±1.6 µM. 

Тестирани хемиотерапеутци (цисплатина и оксалиплатина) су показали 
сигнификантни антипролиферативни ефекат на HeLa ћелије.  
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Графикон 3. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера цервикса 

након 72 часа инкубације 
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УТИЦАЈ Сu(II) ЈЕДИЊЕЊА, ЦИСПЛАТИНЕ И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА 
ПРЕЖИВЉАВАЊЕ HCT 116 ЋЕЛИЈА 

При тестирању натипролиферативног ефекта комплекса Cu1 на HCT116 
ћелијску линију након 24 часа култивације утврђено је да концентрација од 10 µM 
доводи до сигнификантног антитуморског ефекта. (p< 0,05 графикон 4). Такође, 
очекивано концентрације једињења бакра изнад 10 µM  доводе до статистички 
значајног антитуморског ефекта. Насупрот томе, применом нижих концентрација није 
детектовано значајно умањење вијабилности ћелија (p > 0,05).IC50 вредност  за Cu1 је 
износила  80.5±7.2 µM 

Сличан образац уочен је при анализи антиканцерског дејства Cu2 на HCT116 
ћелије. Прцизније, након 24 часа инкубације, концентрација од 3 µM једињења бакра 
довела је до статистички сигнификантног смањења вијабилности ћелија канцера 
колона (p< 0,05 графикон 4).  Међутим, концентрације од 0,3 µM и 1 µM  нису показале 
значајан утицај на стопу преживљавања HCT116  ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 
вредност  за Cu2 је износила 36.7±3.1 µM. 

Хемиотерапеутик цисплатина демонстрирао је снажно цитотокисчно дејство на 
ћелије карцинома колона, HCT116, након 24 часа култивације. Значајно умањење стопе 
преживљавања канцерских ћелија детектовано је при концентрацији од 3 µM (p< 0,05 
графикон 4). Ниже концентрације цисплатине нису довеле до значајних промена у 
вијабилности тестираних ћелија (p > 0,05). Пораст концентрације изнад 3 µM узроковао 
је још израженије смањење вијабилности HCT116 ћелија (p < 0,05, графикон 4). 
Израчуната IC50 вредност  за цисплатину је износила 37.2±4.4 µM. 

Испитивањем антиканцерског ефекта оксалиплатине показано је да она изазива 
статистички значајно смањење вијабилности HCT116 ћелија при концентрацији од 3 
µM (p< 0,05 графикон 4). Супротно томе ниже концентрације оксалиплатине нису 
довеле до значајног пада вијабилности канцерских ћелија колона (p > 0,05). Добијена 
IC50 вредност  за оксалиплатину је износила 34,6±3.9µM. 
 Може се закључити да су након 24 часа култивације комплекси Cu2, као и 
цисплатина и оксалиплатина, испољили снажно антитуморско дејство, док је комплекс 
Cu1 показао умерен цитотоксични ефекат. 
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 Графикон 4. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера колона  
након 24 часа инкубације 
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Након третмана једињењем бакра Cu1 и 48-часовне култивације HCT116 ћелија, 
статистички значајан антипролиферативни ефекат је детектован при концентрцији од 3 
µM (p< 0,05 графикон 5). Даље повећање концентрацијекомплекса бакра довело је до 
још израженијег значајног пада вијабилности HCT116 ћелија (p< 0,05). Ниже 
концентрације једињења бакра нису изазвале значајне промене у стопи преживљавања  
тестираних малигних ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu1 је износила 
58.3±2.6 µM 

У оквиру процене антиканцерског дејства једињења бакра Cu2 на HCT116 
ћелије утврђено је да статистички значајно смањење вијабилности настаје већ при 
концентрацији од 3 µM. Даље повећање концентрације комплекса Cu2 резултовало је 
додатним, статистички значајним смањењем вијабилности канцерских ћелија (p < 0,05, 
графикон 5). Осим тога, ниже концентрације нису изазвале значајне промене у 
преживљавању малигних ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu2 је 
износила 32.3±2.9 µM. 

Испитивањем дејства цисплатине након 48-часовне култивације утврђено је да 
овај цитостатик изазива статистички значајно смањење вијабилности HCT116  ћелија 
при концентрацији од 3 µM (p < 0,05, графикон 5). Насупрот томе, ниже концентрације 
цисплатине нису довеле до значајног умањења вијабилности малигних ћелија колона (p 
> 0,05). Израчуната IC50 вредност  за цисплатину је износила 25.3±3.9 µM. 

Антиканцерско дејство оксалиплатине на HCT116  ћелије показало је да 
статистички значајно смањење стопе преживљавања настаје већ при концентрацији од 
3 µM (p < 0,05, графикон 5). Повећање концентрације довело је до додатног, 
статистички значајног умањења вијабилности малигних ћелија колона. Ниже 
моларности оксалиплатине нису изазвале значајне промене у вијабилности ћелија (p > 
0,05). Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину је износила 30,1±3.5µM. 

Може се закључити да су након 48 часова култивације комплекси Cu1, Cu2,  
цисплатина и оксалиплатина, испољили снажно антитуморско дејство.  
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Графикон 5. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера 

колона  након 48 часова инкубације 
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Испитивањем ефекта једињења бакра Cu1 на HCT116  ћелије након 72-часовне 
култивације утврђено је да концентрација од 1 µM доводи до статистички значајног 
смањења стопе преживљавања (p < 0,05, графикон 6). Ниже концентрације једињења 
бакра нису изазвале значајне промене у преживљавању канцерских ћелија (p > 0,05). 
Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 72 часа инкубације је износила 41.1±1.9 µM 

Тестирањем антитуморског дејства једињења Cu2 на ћелије карцинома колона 
након 72-часовне култивације утврђено је да концентрација од 1 µM доводи до 
статистички значајног смањења вијабилности (p < 0,05, графикон 6). Даље,  повећање 
концентрације изнад 1 µM резултовало је додатним статистички значајним падом 
вијабилности малигних ћелија. Насупрот томе, ниже концентрације комплекса Cu2 
нису изазвале значајне промене у преживљавању HCT116 ћелија (p > 0,05). Израчуната 
IC50 вредност  за Cu2 је износила 27.4±1.6 µM. 

Након 72-часовне култивације HCT116 ћелија у присуству цисплатине, 
концентрација од 1 µM довела је до статистички значајног смањења стопе 
преживљавања ћелија карцинома колона. Ниже концентрације цисплатине нису 
изазвале значајне промене у преживљавању ћелија (p > 0,05), док су више 
концентрације  резултовале додатним статистички значајним смањењем стопе 
преживљавања HCT116 ћелија (p < 0,05, графикон 6). Израчуната IC50 вредност  за 
цисплатину је износила 17.9±2.4 µM. 

Оксалиплатина је испољила је снажно антиканцерско дејство на HCT116 ћелије 
након 72-часовне култивације in vitro. Статистички значајно смањење стопе 
преживљавања забележено је већ при концентрацији од 1µM (p < 0,05, графикон 6). 
Ниже концентрације комплекса нису изазвале значајне промене у виталности малигних 
ћелија (p > 0,05).  Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину је износила 10,8±4.0µM. 

Можемо закључити да су након 72 часа инкубације сва тестирана једињења 
(Cu1, Cu2, цисплатина и оксалиплатина) демонтрирала снажан антиканцерски ефекат 
на HCT116 ћелије.  
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Графикон 6. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија канцера 

колона  након 72 часа инкубације 
  



 

47 
 

УТИЦАЈ Сu(II) ЈЕДИЊЕЊА, ЦИСПЛАТИНЕ И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА 
ПРЕЖИВЉАВАЊЕ U251 ЋЕЛИЈА 

 Након тестирања ефекта бакар једињења Cu1 на U251 ћелије утврђено је да при 
концентрацији од 3 µM долази до статистички значајног смањења преживљавања ових 
ћелија (p < 0,05, графикон 7). Такође, при већим концетрацијама детектовано је 
смањење вијабилности малигних ћелија. Насупрот томе, применом комплекса Cu1 у 
нижим концентрацијама није забележена статистички значајна промена у 
преживљавању туморских ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 24 
часа инкубације је износила 37.4±2.1 µM. 

Комплекс бакра Cu2 након 24 часа култивације индуковао је статистички 
значајно смањење стопе преживљавања U251 ћелија већ при концентрацији од 3 µM (p 
< 0,05, графикон 7).  Приликом примене Cu2 у нижим концентрацијама није 
детектован значајан пад вијабилности малигних ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 
вредност  за Cu2 је износила 42.1±2.6 µM. 
 Цисплатина је индуковала статистички значајно смањење стопе преживљавања 
U251 ћелија при концентрацији од 3 µM (p < 0,05, графикон 7). Осим тога, применом 
виших концентрација овог хемиотерапеутика дошло је до значајног смањења 
вијабилности ћелија мултиформног глиобластома. Насупрот томе, ниже концентарције 
цисплатине нису довеле до сигнификантног смањења вијабилности U251 ћелија (p > 
0,05). Добијена IC50 вредност  за цисплатину је износила 38.7±2.3 µM. 
 Оксалиплатина је показала снажан антипролиферативни ефекат на ћелије 
мултиформног глиобластома. Прецизније, након 24 часа у условима in vitro 
оксалиплатина је индуковала сигнификантни пад вијабилности  U251 ћелија при 
моларној вредности од 3 µM (p < 0,05, графикон 7).  Приликом примене овог 
хемиотерапеутика у нижим моларностима није детектовано статистички значајно 
смањење вијабилности U251 ћелија (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за 
оксалиплатину је износила 36.3±2.5 µM. 
 Може се закључити да су након 24 часа инкубације сва испитивана једињења 
(Cu1, Cu2, цисплатина и оксалиплатина) показала изражен антиканцерски ефекат на 
U251 ћелије. 
  
  



 

48 

 

Графикон 7. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија 
мултиформног глиобластома након 24 часа инкубације 
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Након 48 часова култивације канцерских ћелија једињење бакра Cu1 је 
индуковало сигнификантно смањење вијабилности ћелија мултиформног глиобластома 
при концентрацији од  

 (p < 0,05, графикон 8). Насупрот томе, концентрације Cu1 ниже од 1 µM нису 
изазвале статистички значајне промене у преживљавању U251 ћелија (p > 0,05). 
Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 48 часова инкубације је износила 10.3±1.6 µM. 

Након 48 часова инкубације концентрација од 1 µM комплекса Cu2 довела је до 
статистички значајног смањења стопе преживљавања ћелија мултиформног 
глиобластома (p < 0,05, графикон 8). Више концентрације, такође су изазвале 
сигнификантно умањење стопе вијабилности U251 ћелија. Насупрот томе, 
концентрације комплекса Cu2 ниже од 1 µM нису довеле до статистички значајних 
промена у вијабилности ћелија мултиформног глиобластома (p > 0,05). Израчуната IC50 
вредност  за Cu2 након 48 часова инкубације је износила 7.3±1.6 µM. 

Након 48 часова култивације цисплатина је при моларности од 1 µM индуковала 
сигнификантни пад вијабилности ћелија мултиформног глиобластома (p < 0,05, 
графикон 8). Концентрације цисплатине ниже од 1 µM нису довеле до статистички 
значајних промена у преживљавању U251 ћелија (p > 0,05).Добијена IC50 вредност  за 
цисплатину након  48 часова култивације износила је 12.4±2.4 µM. 

Тестирањем оксалиплатине показано је да при концентрацији од 1 µM долази до 
статистички значајног смањења стопе преживљавања U251 канцерских ћелија (p < 
0,05, графикон 8). Насупрот томе, третман оксалиплатином при концентрацијама 
нижим од 1 µM није довео до статистички значајних промена у вијабилности ћелија 
мултиформног глиобластома (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину је 
износила 17.5±2.3 µM. 

Резултати након 48 часова култивације показују да комплекси Cu1, Cu2, 
цисплатина и оксалиплатина испољавају изражено антитуморско дејство. 
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Графикон 8. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија мултиформног 

глиобластома након 48 часова инкубације 
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Тестирањем антиканцерског ефекта комплекса бакра Cu1 у условима in vitro 
током 72 часа показано је да концентрација од 0,3 µM доводи до статистички значајног 
смањења стопе преживљавања ћелија мултиформног глиобластома (p < 0,05, графикон 
9). Осим тога, при вишим концентрацијама од 1 µM, 3 µM, 10 µM, 30 µM, 100 µM 
такође је забележено значајно смањење преживљавања U251 ћелија. Израчуната IC50 
вредност  за Cu1 након 72 часа инкубације је износила 4.7±1.4 µM. 

 Тестирани комплекс бакра Cu2  након 72 часа култивације U251 ћелија показао 
је изражен антиканцерски ефекат. Прецизније, статистички значајно смањење стопе 
преживљавања ћелија мултиформног глиобластома забележено је при концентрацији 
комплекса од 0,3 µM (p < 0,05, графикон 9). Израчуната IC50 вредност  за Cu2 након 72 
часа култивације износила 3.6±1.7 µM. 

Истраживање је обухватило и испитивање антиканцерског ефекта цисплатине 
током 72-часовног третмана, при чему је утврђено да концентрација од 0,3 µM доводи 
до статистички значајног смањења вијабилнсти ћелија мултиформног глиобластома (p 
< 0,05, графикон 9). Веће концентрације цисплатине такође су изазвале значајно 
смањење стопе преживљавања U251 ћелија (p < 0,05). Добијена IC50 вредност  за 
цисплатину након 72 часа инкубације је износила 8.2±1.8 µM.  

Након 72-часовног третмана U251 ћелија оксалиплатином, моларност од 0,3 µM 
индуковала је статистички значајно смањење вијабилности (p < 0,05, графикон 9).  
Осим тога, веће концентрације су такође индуковале сигнификантни пад 
преживњавања ћелија миултиформног глиобластома (p < 0,05). Добијена IC50 вредност  
за оксалиплатину након 72 часа култивације је износила 7.4±1.7µM.  

Резултати након 72 часа инкубације указују да испитивана једињења (Cu1, Cu2, 
цисплатина и оксалиплатина) демонстрирају снажан антиканцерски ефекат на U251  
ћелије. 
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Графикон 9. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија мултиформног 
глиобластома након 72 часа инкубације 
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УТИЦАЈ Сu(II) ЈЕДИЊЕЊА, ЦИСПЛАТИНЕ И ОКСАЛИПЛАТИНЕ НА 
ПРЕЖИВЉАВАЊЕ MRC-5 ЋЕЛИЈА 

Након 24-часовног третмана MRC-5 ћелија комплексом бакра Cu1 , статистички 
значајно смањење вијабилности забележено је само при концентрацији од 30 µM (p < 
0,05, графикон 10). Концентрације бакарног једињења ниже од 30 µM нису довеле до 
статистички значајних промена у преживљавању малигно неизмењених фибробласта (p 
> 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 24 часа инкубације је износила 
89.7±10.5 µM. 

После 24-часовне култивације MRC-5 ћелија једињењем бакра Cu2, при 
концентрацији од 30 µM забележено је статистички значајно смањење стопе 
преживљавања фибробласта (p < 0,05, графикон 10). Концентрације комплекса Cu2 
ниже од 30 µM нису довеле до статистички значајних промена у преживљавању MRC-5 
ћелија (p > 0,05). Израчуната IC50 вредност  за Cu2 након 24 часа култивације износила 
је 92.3±9.0 µM. 

Након тестирања биолошког ефекта цисплатине на малигно неизмењене 
фибробласте, сигнификантно смањење стопе преживљавања MRC-5 ћелија забележено 
је при концентрацији од 10 µM (p < 0,05, графикон 10). Концентрације цисплатине 
ниже од 10 µM нису довеле до значајних промена у преживљавању испитиваних 
фибробласта (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за цисплатину након 24 часа 
култивације је износила 68±9.8 µM.  

Наша студија је показала да оксалиплатина након 48-часовне култивације,  
доводи до статистички значајног смањења вијабилности MRC-5 ћелија при 
концентрацији од 10 µM (p < 0,05, графикон 10). Концентрације оксалиплатине ниже 
од 10 µM нису изазвале статистички значајне промене у преживљавању малигно 
неизмењених фибробласта (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину након 
24 часа инкубације је износила 62±7.3 µM.  
 Можемо закључити да су испитивана једињења (Cu1, Cu2, цисплатина и 
оксалиплатина) показала веома слаб антиканцерски ефекат на MRC-5 ћелије након 24 
часа култивације. 
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Графикон 10. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија фибробласта након 
24 часа инкубације 
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Након третмана MRC-5 ћелија комплексом бакра Cu1, и 48-часовне култивације, 
статистички значајно умањење вијабилности забележено је при концентрацији од 10 
µM (p < 0,05, графикон 11). Већа концентрација, 30 µM и 100 µM, такође је довела до 
значајног смањења преживљавања фибробласта. Моларности комплекса Cu1 ниже од 
10 µM нису изазвале статистички значајне промене у преживљавању испитиваних 
ћелија (p > 0,05).Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 48 часова инкубације је 
износила 77.1±8.6 µM. 

Испитивањем цитотоксичног ефекта Cu2 након 48 часова култивације, 
сигнификантно смањење вијабилности фибробласта детектовано је при концентрацији 
од 10 µM  (p < 0,05, графикон 11). Моларности ниже од 10 µM нису довеле до 
статистички значајних промена у преживљавању MRC-5 ћелија (p > 0,05). Израчуната 
IC50 вредност  за Cu2 након 48 часова култивације износила је 82±8.1 µM. 

Третман фибробласта цисплатином након 48-часовне култивације довео је до 
статистички значајног смањења вијабилности малигно MRC-5 ћелија при 
концентрацији од 3 µM (p < 0,05, графикон 11). Такође, значајно смањење 
преживљавања фибробласта забележено је при већим концентрацијама циспалтине. 
Концентрације ниже од 3 µM нису изазвале статистички значајан пад вијабилности 
фибробласта (p > 0,05).  Добијена IC50 вредност  за цисплатину након 48 часова 
култивације је износила 42±5.9 µM.  

Оксалиплатина је након 48-часовне култивације демонстрирала снажан 
цитотокисчни ефекат на фибробласте. Прецизније, статистички значајно смањење 
преживљавања MRC-5 ћелија забележено је при концентрацији од 3 µM (p < 0,05, 
графикон 11).  Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину након 48 часова инкубације је 
износила 47±4.7µM.  
 На основу наведених резултата може се закључити да су комплекси бакра (Cu и, 
Cu2) показали умерен цитотоксични ефекат на фибробласте, док су хемиотерапеутици 
цисплатина и оксалиплатина изазвали снажан цитотоксични ефекат на малигно 
неизмењене ћелије. 
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Графикон 11. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија фибробласта након 
48 часова инкубације 
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Наша студија је показала да након 72-часовног третмана MRC-5 фибробласта 
комплексом бакра Cu1, концентрација од 3 µM доводи до статистички значајног 
смањења вијабилности (p < 0,05, графикон 12). Концентрације ниже од 3 µM нису 
изазвале статистички значајне промене у преживљавању MRC-5 ћелија (p > 0,05). 
Израчуната IC50 вредност  за Cu1 након 72 часа инкубације је износила 67.3±5.7 µM. 

Након третмана фибробласта растућим концентрацијама Cu2, моларност од 3 
µM  довела је до сигнификантног смањења вијабилности MRC-5 ћелија (p < 0,05, 
графикон 12). Концентрације ниже од 3 µM нису довеле до статистички значајне 
промене у преживљавању фибробласта (p > 0,05).Израчуната IC50 вредност  за Cu2 
након 72 часа култивације износила је 75.2±6.3 µM. 

Цисплатина је након 72-часовне култивације фибробласта индуковала 
статистички значајно смањење вијабилности већ при концентрацији од 1 µM (p < 0,05, 
графикон 12). Осим тога, моларноси веће од 1 µM  условиле су значајно смањење стопе 
преживњавања MRC-5 ћелија. Насупрот томе, ниже моларности нису индуковале 
снажан цитотокисчни ефекат (p > 0,05). Добијена IC50 вредност  за цисплатину након 
72 часа инкубације је износила 27.4±3.6 µM.  

Испитивањем цитотоксичног ефекта оксалиплатине након 72-часовне 
култивације,статистички значајно смањење вијабилности фибробласта забележено је 
при концентрацији од 1 µM (p < 0,05, графикон 12). Ниже моларности овог 
хемиотерапеутика нису условиле статистички значајан пад преживљавања малигно 
неизмењених фибробласта (p > 0,05).Добијена IC50 вредност  за оксалиплатину након 
72 часа инкубације је износила 25.5±2.1 µM.  

На основу резултата, може се закључити да комплекси бакра (Cu1 и Cu2) имају 
умерену цитотоксичност према фибробластима, док су хемиотерапеутици цисплатина 
и оксалиплатина значајно цитотоксични за малигно неизмењене ћелије. 
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Графикон 12. Утицај испитиваних једињења на вијабилност ћелија фибробласта након 
72 часа инкубације 
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Табела 3. Приказ IC₅₀ вредности испитиваних комплекса (Cu1 и Cu2) и референтних 
хемиотерапеутика (цисплатин и оксалиплатин) на четири ћелијске линије након три 

експериментална временска периода.  

IC50 values [µM] Cu1 Cu2 CisPt OxPt 

U251 

24h 37.4±2.1 42.1±2.6 38.7±2.3 36.3±2.5 

48h 10.3±1.6 7.3±1.6 12.4±2.4 17.5±2.3 

72h 4.7±1.4 3.6±1.7 8.2±1.8 7.4±1.7 

HeLa 

24h 36.3±4.9 29.8±4.3 28.6±5.5 27.4±2.9 

48h 23.7±2.1 19.1±2.0 10.4±2.6 9.7±1.5 

72h 17.3±1.5 11.9±2.2 9.3±1.7 9.4±1.6 

HCT116 

24h 80.5±7.2 36.7±3.1 37.2±4.4 34.6±3.9 

48h 58.3±2.6 32.3±2.9 25.3±3.9 30.1±3.5 

72h 41.1±1.9 27.4±1.6 17.9±2.4 10.8±4 

MRC-5 

24h 89.7±10.5 92.3±9.0 68±9.8 62±7.3 

48h 77.1±8.6 82±8.1 42±5.9 47±4.7 

72h 67.3±5.7 75.2±6.3 27.4±3.6 25.5±2.1 
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ДЕЈСТВОМ Cu(II) ЈЕДИЊЕЊА ИНДУКУЈЕ СЕ АПОПТОТСКИ ОДГОВОР У 
МАЛИГНИМ ЋЕЛИЈАМА МУЛТИФОРМНОГ ГЛИОБЛАСТОМА 

 Након што су резултати МТТ теста јасно показали да једињења бакра (Cu1 и 
Cu2) демонстрирају снажан антитуморски ефекат на малигне ћелије мултифорног 
глиобластома, следећи корак био је дефинисање цитотокисчног механизма ових 
комплекса.  
 U251 ћелије изложене су IC₅₀ концентрацијама  комплекса бакра након чега су, 
по завршетку 24-часовне инкубације in vitro, подвргнуте бојењу Annexin V-FITC и 
7AAD. Као контрола коришћене су нетретиране U251 ћелије . Проценат ћелије које се 
налазе у апоптози испитиван је FACS aнализом.  

У нетретираној, контролној популацији U251 ћелија утврђено је да је преко 90% 
ћелија било вијабилно. Имајући у виду да ова популација малигних ћелија није била 
изложена једињењеима бакра, висок проценат вијабилних ћелија био је у потпуности 
очекиван (графикон 13). 

Деловање комплекса бакра Cu1, индуковало је значајну редукцију вијабилности 
U251 ћелија и јасну активацију апоптозе. Прецизније, излагање ћелија концентрацији 
од 37.4±2.1 µM (IC₅₀ концентрација) резултирало је раном апоптозом код преко 30% 
ћелија (графикон 13). Мањи проценат U251 ћелија детектован је у касној апоптози и 
некрози.  

Третман U251 малигних ћелија бакарним комплексом Cu2 након 24-часовне 
инкубације in vitro, довео је до смањења стопе преживљавања ћелија услед активације 
ране апоптозе. Прецизније, излагање ћелија концентрацији од 37.4±2.1 µM (IC₅₀ 
концентрација) 42.1±2.6 µM довело је до активације ране апоптозе и што је резлтирало 
смањењем вијабилности малигних ћелија. Прецизније, око 40% ћелија детектовано је у 
раној апоптози. Веома мали проценат U251 ћелија детектован је у касној апоптози и 
некрози (графикон 13).  

На основу претходно приказаних резултата можемо закључити да једињења 
бакра (Cu1 и Cu2)  свој снажни антитуморски ефекат на U251  ћелије остварују 
активацијом ране апоптозе.  
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Графикон 13. Annexin V-FITC тест, проценат ћелија у раној апоптози, касној 
апоптзи и некрози 
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ДЕЛОВАЊЕ КОМПЛЕКСА БАКРА НА ФАЗЕ ЋЕЛИЈСКОГ ЦИКЛУСА 
ИСПИТИВАНИХ ТУМОРСКИХ ЋЕЛИЈА 

 Пад вијабилности канцерских ћелија потенцијалним хемиотерапеутицима 
могуће је индуковати активацијом апоптозе као и заустављањем ћелијског циклуса. 
Осим тога, врло често антитуморски ефекат је комбинација ова два механизма. У 
нашем истраживању показали смо да два комплекса бакра смањују вијабилност ћелија 
мултиформног глиобластома активацијом ране апоптозе. Стога, наредни корак у 
нашем истраживању је обухватио анализу утицаја комплекса бакра на одвијање 
ћелијског циклуса. Контролну популацију тестираних канцерских ћелија чине ћелије 
које нисмо третирали једињењима бакра. Малигно измењене ћелије су третиране 
једињењима бакра, односно њиховим израчунатим IC50 моларностима након 24 часа 
култивације in vitro. 
 Анализа ћелијског циклуса спроведена је методом бојења пропидијум јодидом, 
којом је утврђена заступљеност испитиваних малигних ћелија у G0/G1, S и G2/M 
фазама. Сви мерења су изведена у три независна понављања. 
 У контролној групи U251 ћелија, односно ћелија које нису биле изложене  
комплексима бакра, након 24 часа раста in vitro утврђено је да се преко 6О% 
популације налази у G0/G1 фази. У S-фази је детектовано око 20% ћелија, док је 
преосталих 20% било распоређено у G2/M фази ћелијског циклуса (графикон 14). 
 После третирања U251 ћелијске културе бакарним једињењем Сu1,тврђено је да 
се преко 60% популације налази у G0/G1 фази. У S-фази је забележено 30% ћелија, док 
је око 10% било распоређено у G2/M фази ћелијског циклуса. Поређењем са 
контролном групом, забележено је значајно увећање удела ћелија које су се налазиле у 
S фази (графикон 14).  
 Третман U251 ћелија бакарним комплексом Сu2,током 24 часа in vitro, довео је 
до појачане заступљености ћелија у S-фази. Уочено је статистички значајно повећање 
процента ћелија у овој фази у поређењу са контролном групом нетретираних ћелија. 
акон третмана, преко 60% ћелија било је распоређено у G0/G1 фази, 30% у S-фази, док 
је око 10% популације лоцирано у G2/M фази ћелијске деобе (графикон 14).  
 Резлутати јасно показују да оба бакарна једињења Сu1 и Сu2 заустављају 
ћелијски циклус у S фази. Канцерске ћелије су чешће у S-фази него нормалне, па су 
осетљивије на лекове који блокирају репликацију. Многобројни хемиотерапеутици 
који се клинички користе делују специфично на S-фазу ћелијског циклуса. S-фаза 
специфични лекови често имају мање неспецифичних токсичности, јер циљано 
нарушавају процесе који су активни углавном у ћелијама које брзо пролазе кроз циклус 
(туморске). 
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Графикон 14. Утицај комплекса бакра на одвијање ћелијског циклуса малигних ћелија 

мултиформног глиобластома 
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КОМПЛЕКСИ ПАЛАДИЈУМА ПОКРЕЋУ АПОПТОЗУ АКТИВИРАЊЕМ 
МИТОХОНДРИЈАЛНОГ ПУТА 

Апоптоза се покреће путем два главна сигнална механизма — спољашњег и 
митохондријалног (унутрашњег) пута. Активација спољашњег пута захтева 
укључивање такозваних „рецептора смрти“ (death receptors), као и присуство каспазе-
8, која је неопходна за даљи ток апоптотског процеса. 

Активација митохондријалног пута апоптозе праћена је нарушавањем 
равнотеже између проапоптотичних и антиапоптотичних протеина. Прецизније, током 
овог процеса индукује се повећања експресије Bax молекула, уз истовремено смањење 
концентрације антиапоптотичног Bcl-2. Ова промена условљава транслокацију Bax-а ка 
спољашњој митохондријалној мембрани, што резултује њеном повећаном 
пропустљивошћу и ослобађањем цитохрома c у цитосол. Након што цитохром c доспе 
у цитозол, активира се каскада каспаза, пре свега каспаза-3, која директно покреће 
извршну фазу апоптозе. На тај начин унутрашњи митохондријални механизам постаје 
доминантан покретач програмиране ћелијске смрти. 

У оквиру ове студије анализирали смо механизам антиканцерског дејства два 
компекска бакра, која смо обележили као Сu1 и Сu2, на експресију и концентрацију 
Bax, Bcl-2 и каспазе-3 у U251 ћелијској линији након 24-часовне инкубације in vitro. 
Како бисмо разјаснили механизам апоптотског одговора, канцерске ћелије су 
обележаване специфичним примарним и секундарним антителима усмереним ка 
наведеним протеинима. Интензитет флуоресценције (MFI – mean fluorescence intensity) 
коришћен је као мера њихове концентрације и степена активације, док је проточна 
цитометрија омогућила и процену удела ћелија које показују позитиван сигнал 
флуоресценције. 

Резултати нашег истраживања указују да једињења бакра индукују активирање 
митохондријалног пута апоптозе у тестираним U251 ћелијама. Оба тестирана 
комплекса бакра довели су до статистички значајног пораста просечног интензитета 
флуоресценције (MFI) Bax протеина, једног од главних иницијатора унутрашњег пута 
апоптозе.  

Разултати наше студије показали су да третман једињењима бакра је довео до 
сигнификантног пада просечног интензитета флуоресценције (MFI) антиапоптотичног 
Bcl-2 протеина у U251 ћелијама.  

Можемо закључити да добијени резултати у нашој студији јасно показују да је у 
U251 ћелијама третираним једињењима бакра дошло до смањења односа Bcl-2/Bax. 

Након уоченог смањења односа Bcl-2/Bax, у нашем истраживању приступили 
смо мерењу концентрације активне ефекторске каспазе-3. Примењом једињења бакра 
Сu1 и Сu2 на U251 ћелије детектовано је значајно повећање процента ћелија које 
показују флуоресценцију. Ови резултати јасно указују на активацију каспазе-3, што 
потврђује да комплекси бакра индукцијом унутрашњег апоптотоског пута  смањују 
вијабилност U251 ћелија.  
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Графикон 15. Промене у концентрацији и активацији апоптотских протеина 

под дејством комплекса бакра Сu1и Сu2  



 

66 
 

 
 
 
 

5. ДИСКУСИЈА 
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 Канцерогенеза је један веома комплексан процес, где у основи ћелија ,,трпи“ 
малигну трансформацију. Малигне ћелије се одликују специфичним својстима чиме се 
издвајају од нормалних, здравих ћелија. Осим неконтролисане пролиферације, малигне 
ћелије имају потпуно измењен метаболизам у односу на здраве ћелије, и физиолошка 
функција је нарушена. Способност метастазирања додатно доприносе њиховој 
патогенези. Нарушавање ћелијског циклуса, избегавања апоптозе и повећане 
активности онкогена, све то подржава развој и прогресију малигнитета (94, 95, 140).  
 Као што је поменуто у претходном тескту ,,избегавање апоптозе“ има 
есенцијалну улогу у малигној траснформацији. Прецизније сигнални путеви који воде 
ка активацији апоптозе остају неактивни што условљава убрзану и неконтролисану 
пролиферацију. Из тог разлога активација сигналних апоптотских путева може бити 
пресудна за ефикасну антиканцерску терапију (94, 95).  
 Регулација апоптозе је веома сложена и у њој учествује велики број 
регулаторних молекула. На пример, Bax протеин делује као активатор програмиране 
ћелијске смрти, док Bcl-2 инхибира активацију апоптозе (98, 108) . У малигно 
трансформисаним ћелијама уочава се повишена експресија  антиапоптотичког Bcl-2 
протеина, док је истовремено смањена експресија и активност проапоптотичног Bax 
протеина. Ово може бити предуслов да се канцерогенеза неометано одвија (140).  

Стога, циљ антиканцерске терапије треба бити стимулисање апоптозе, пре свега 
путем повећања експресије проапоптотичног Bax протеина, како би се малигно 
транформисане ћелије усмериле ка програмираној ћелијској смрти. 

Осим ,,избегавања“ апоптозе, канцерске ћелије се одликују и способношћу да 
наставе ћелијски циклус без улоге контролних механизама. Ћелијски циклус 
представља изузетно сложен и строго контролисан низ догађаја, па се ради јаснијег 
приказа уобичајено дели на четири основне фазе: G1 (прва „gap“ фаза), S (фаза синтезе 
ДНК), G2 (друга „gap“ фаза) и M (митоза). Фазе G1, S и G2 заједно чине интерфазу – 
период током којег се ћелија припрема за наредну деобу. По завршетку митозе велики 
број ћелија напушта активан циклус и прелази у стање релативне неактивности, 
означено као G0. У овом режиму мировања могу боравити краће или дуже време, а 
понекад и трајно, зависно од њихових физиолошких улога и потреба ткива (160).  

Већина малигно трансформисаних ћелија поседује ефикасне механизме који 
,,заобилазе“ G1 контролне тачке ћелијског циклуса, што доводи до неконтролисане 
деобе и појачане пролиферације (161, 162). Већина постојећих хемиотерапеутика који 
се клинички примењују делују антипролиферативно током S фазе ћелијског циклуса, 
што резултује инхибицијом раста и диференцијације не само туморских, већ и малигно 
неизмењених ћелија (94, 95).  

Можемо закључити да је неконтролисана пролиферација малигно 
трансформисаних ћелија последица инхибиције апоптозе и губитка контроле ћелијској 
циклуса.  Такође, један од главних недостатака савремене терапије је недостатак 
селективности. Стога, примена хемиотерапеутика често је повезана са озбиљним 
нежељеним ефектима код пацијената код којих је дијагностикован малигнитет (94, 95). 
С тим у вези, кључни терапијски циљ остаје развој нових хемиотерапеутака који би 
истовремено имали висок ниво селективности према малигно измењеним ћелијама и 
минимизовали појаву нежељених ефеката.  

У циљу индентификације потенцијалних антиканцерских лекова у првом кораку 
неопходно је спровести питивање њиховог цитотоксичног дејства на малигно 
трансформисане ћелије, најчешће коришћењем MTT теста. 

Наше истраживање је обухватило испитивање два новосинтетисана комплекса 
бакра (Сu1 и Сu2) на вијабилност HCT116, HeLa, U251 и MRC-5 ћелија. 
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Коначни резултати наше студије недвосмислено показују да једињења бакра 
сигнификантно смањују вијабилност након HeLa након 72 часа инкубације. Осим тога 
снажана антиканцерски ефекат су показали хемиотерапеутици цисплатина и 
оксалиплатина. Такође, једињења бакра и хемиотерапеутици су демонстрирали снажан 
антитуморски ефекат на HCT116 ћелије након 72 часа култивације. 

Када говорио о малигним ћелијама мултиформног глиобластома треба 
напоменути да су сва испитивана једињења показала снажан антипролиферативни 
ефекат, што се може и потврдити веома ниским IC50 вредностима. Прецизније 
најснажнији антипролиферативни ефекат је показао комплекс Cu2. Осим тога 
једињење Cu1 je имало ниже IC50 вредности у односу на цисплатину и оксалиплатину.  

Када говоримо о здравим фибробластима, важно је рећи да су испитивана 
једињења бакра показала умерен цитотоксични ефекат након 72 часа култивације, 
Насупрот томе, хемиотерапеутици цисплатина и оксалиплатина након 72 часа 
инкубације демонстрирали су снажана цитотокисчни ефекат. Можемо закључити да су 
наша једињења бакра која смо обележили као Сu1 и Сu2 показала знатно већи степен 
селективности у односу на тестиране цитотстатике.  

Када говоримо о комплексима који садрже бакар у својој структури 
истраживање од стране Firmino GS и сарадника је показалао да Сu(II) комплекси били 
ефикасни у редукцији раста HCT-116 ћелија, што је показано и у нашем истраживању 
(163). Такође, студија Liu Z је обухватила истраживање биолошке активности Сu(II) 
комплекса на вијабилност ћелија колоректалног карцинома. Показано је да је бакарно 
једињење ефективно инхибирао раст ћелија колоректалног карцинома (164 ). 

Истраживање од стране Naveen P и сарадника је показало да Cu(II) комплекси 
имају снажан антитуморски ефекат на ћелија карцинома цервикса, HeLa. Осим тога, 
комплекси бакра су показали снажнији антитуморски ефекат од цисплатине (165). Ови 
резултати су у сагласности са нашим резултатима. Такође, студија спроведена од 
стране Barilli A и сарадника је показала да једињења бакра имају снажана нтитуморски 
ефекат на HeLa ћелије (166).  

  Глиобластом карактерише агресивност, инфилтрација у оксолно здраво ткиво и 
хетерогеност. Хирушким путем није могуће потпуно одтрсанити тумор управо због 
инфилтративног раста. Из тог разлога синтетисани су многобројни метални комплески 
који су у лабораторијским студијама показали снажну цитотоксичност на ћелије 
глиобластома у in vitro условима. Прецизније показано је да комплески рутенијума 
веома ефикасно смањују вијабилност ћелија мултиформног глиобластома уз 
истовремену селективност према здравим ћелијама (167). Такође, студија спроведена 
од стране Almeida, C. M. и сарадника је покзала да Au(III) комплекс демонстрира 
снажан антиканцерски ефекат на U251 ћелије (168). Димитријевић и сарадници су 
тестирали комплекс бакра “BV‑Cu”и показали значајан цитотоксични ефекат на ћелије 
глиобластома., што је у сагласности са нашим резултатима (169).  

У многим in vitro студијама комплекси бакра су показали висок степен 
селективности. Chew и сарадници су демонстрирали да Cu(II) комплекси показују 
снажана антиканцерски ефекат на МDA-MB-231 ћелијској линији док према малигно 
неизмењеним ћелијама MCF‑10A цитотоксични ефекат је знатно слабији (170). Даље, 
Mahendiran и сарадници су синтетисали серију бакарних једињења и тестирали 
цитотоксичност на великом броју канцерских ћелијских линија као и на здравој 
ћелијској линији NHDF (енг. normal human dermal fibroblasts). Комплекси су показали 
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снажан антипролиферативни ефекат на ћелије рака, али знатно слабији цитотоксични 
ефекат на NHDF чиме је јасно показана селективност (171). Истраживање, спроведено 
од стране Rezaei и сарадника је обухватило тестирање цитотоксичности комплекса 
бакра на на ћелијама карцинома јетре (HepG2) и на мишјим нормалним фибробластима 
(L929). Показано је да комплекс снажан цитотокисчни ефекар има на канцерске ћелије 
док је ефекат на L929 био знатно слабији (172) .  

Сви претходно наведени резултати су у сагласности са резултатима у нашој 
студији. 

Анализа добијених резултата бакарних једињења која смо означили као Сu1 и 
Сu2 је показала да снажан цитотокични ефекат на U251 ћелије је индукован 
активацијом ране апоптозе. Додатно, веома мали проценат ћелија које су показале 
некротичне карактеристике потврђује да је доминантни механизам деловања ових 
једињења управо програмирана ћелијска смрт, а не некроза.  

Студија дизајнирана од стране Hussain и сарадника је јасно показала да су Cu(II) 
комплекси демонстрирали снажан антитуморски ефекат на MCF-7 (ћелије карцинома 
дојке) активацијом ране апоптозе (173). Иако комплекси бакра у овој студији нису 
тетсирани на U251 ћелије (као што је случај у нашој студији), механизам 
антитуморског дејства једињења бакра је идентичан. Истраживање Medeiros и 
сарадника је показало да комплекси бакра поседују снажан антитуморски ефекат 
индукцијом ране апоптозе (174). Даље, студија O'Sullivan и сарадника је показала да 
једињења бакра своју биолошку активност заснивају на индукцији ране апоптозе (175) 

На основу претходно поменутих података можемо закључити да једињења бакра 
свој антипролиферативни ефекат у највећем броју случајева заснивају на активацији 
апоптозе.   

Осим апоптозе, у оквиру наше студије испитали смо и расподелу туморских 
ћелија у појединим фазама ћелијског циклуса након третмана бакарним једињењима 
Cu1и Cu2. Наши налази показују да оба испитивана бакарна комплекса, Cu1 и Cu2, 
изазивају акумулацију туморских ћелија у S-фази, што указује на блокаду процеса 
репликације ДНК. Будући да се малигне ћелије знатно брже умножавају и већи део 
времена проводе у S-фази у поређењу са нормалним ћелијама, оне су посебно 
подложне супстанцама које ремете синтезу ДНК и тиме ефикасније реагују на овај тип 
терапијског деловања. Студија Mahendiran и сарадника је показала да комплекси бакра 
свој антипролифераттивни ефекат заснивају на засутављању ћелијског циклуса у S-
фази, што је у сагласности са нашим резултатима (171). Такође, истраживање 
Arikrishnan и сарадника је показало да Cu(II) комплекси засутављају ћелијски циклус у 
S-фази (176). Насупрот томе, студија Dimitrijević и сарадника је позала да комплекси 
бакра индукују застој у G2/M фази ћелијског циклуса.  

Можемо закључити да комплекси бакра осим активације апаоптозе свој 
антитуморски ефекат могу испољити заустављањем ћелијског циклуса у различитим 
фазама (у зависности од структуре комплекса, лиганда, типа ћелијске линије и дозе).  

Резултати нашег истраживања показују да третман U251 ћелија једињењима 
бакра (Cu1 и Cu2) индукује повећање концентрације роапоптотичког протеина Bax, док 
истовремено долази до смањења експресије антиапоптотичког протеина Bcl-2. Такође, 
анализа односа Bcl-2/Bax јасно и недвосмислено указује да ова једињења бакра покрећу 
апоптозу преко унутрашњег, митохондријалног пута. Ово је додатно потврђено 
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повећаном фракцијом ћелија које показују активност егзекуторске каспазе 3, што јасно 
указује на покретање апоптозног пута (171).  

Многи радови су у сагласноти са нашим разултатима, односно показано је да 
бакарни комплекси активирају унутрашњи митохондријални пут мењајући однос Bcl-
2/Bax и активирањем каспазом 3 (172, 173).  
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6. ЗАКЉУЧАК 
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На основу обимних експерименталних резултата из нашег истраживања могу се 
извући следеће кључне поуке: 

1. Синтетисана једињења бакра Сu1 и Cu2 су демонстриралa сигнификантан 
антиканцерски ефекат на тестираним HCT116, HeLa, U251 ћелијама уз велики степен 
селективности (минималан антитуморски ефекат) према малигно неизмењеним 
ћелијама фибробластима, MRC-5. 

2. Најснажнији антитуморски ефекат Сu(II) једињења су показала на ћелије 
мултиформног глиобластома, U251. 

3. Снажан цитотокични ефекат два једињења бакра на ћелије мултифомрног 
глиобластома је постигнут индукцијом ране апоптозе. 

4. Примењени бакарни комплекси доводили су до нарушавања нормалног 
протока ћелијског циклуса у канцерским U251 ћелијама, што је резултирало значајним 
смањењем стопе њиховог преживљавања. 

5. Поред инхибиције ћелијског циклуса, наши резултати показују да бакарни 
комплекси значајно смањују однос Bcl-2/Bax молекула код ћелија мултиформног 
глионластома, што активира каспазу-3 и покреће митохондријски механизам апоптозе 
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