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САЖЕТАК  

Бројни нежељени ефекти терапије тумора лековима који садрже платину условили су 

дизајнирање нових потенцијалних терапеутика у којима је платина замењена другим 

прелазним металом. Бакар се захваљујући активним системима транспорта у већој 

концентрацији налази у туморским него у здравим ћелијама, па постоји могућност да 

комплекси бакра са одговарајућим лигандом имају селективнију цитотоксичност, што 

је утицало на развој различитих серија комплекса бакра у циљу проналажења 

потенцијалног селективнијег хемотерапеутика. Циљ ове студије је карактеризација 

синтетисаних бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине и анализа антитуморског ефекта синтетисаних комплекса. 

Комплекси су синтетисани, а њихова структура је описана на основу елементалне 

микроанализе и потврђена на основу инфрацрвене и нуклеарно-магнетно-резонанционе 

спектроскопије и рендгенске структурне анализе. Бинуклеарни комплекси бакра(II) са 

S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине показују цитотоксички ефекат на 

ћелијама мишјег карцинома колона и плућа, као и хуманог колоректалног и 

аденокарцинома плућа in vitro, индукују апоптозу ћелија мишјег Lewis карцинома плућа 

и заустављају туморске ћелије у G2/M фази ћелијског циклуса. Бинуклеарни комплекс 

бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине значајно смањује експресију 

инфламацијских молекула, про-IL-1β, TNF-α, ICAM-1 и VCAM-1, у ткиву примарног 

хетеротопског мишјег карцинома колона што је праћено значајном редукцијом раста 

тумора као и смањењем инциденце, величине и броја метастаза у плућима и јетри.  

Резултати ове студије указују да бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил 

дериватом тиосалицилне киселине, показују антитуморски ефекат in vitro, као и 

значајан ефекат in vivo у моделу карцинома колона миша.  

Кључне речи: бинуклеарни комплекси бакра(II), карцином колона, СТ26 ћелије, 

цитотоксичност, антитуморска активност, инфламација 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

Numerous side effects of platinum based chemotherapy caused the design of new therapeutics 

with platinum replaced by another transition metal. Concentration of copper is higher in 

cancer than in normal cells implying the possibility that copper complexes with the 

appropriate ligand could have more selective cytotoxicity. This led to the development of 

different series of copper complexes in order to find a potential more selective 

chemotherapeutics. The aim of this study is to characterize the synthesized binuclear 

complexes of copper(II) with S-isoalkyl derivatives of thiosalicylic acid and to analyze their 

antitumor effect. The complexes were synthesized, and their structure was described on the 

basis of elemental microanalysis, confirmed on the basis of infrared and nuclear-magnetic-

resonance spectroscopy and X-ray structural analysis. Binuclear complexes of copper(II) with 

S-isoalkyl derivatives of thiosalicylic acid show a cytotoxic effect on mouse colon lung 

carcinoma cells, as well as human colorectal and lung adenocarcinoma cells in vitro, induce 

apoptosis of mouse lung carcinoma cells and arrest tumor cells in G2/M phase of the cell 

cycle. Binuclear complex of copper(II) with S-isoamyl derivative of thiosalicylic acid 

significantly reduces the expression of inflammatory molecules, pro-IL-1β, TNF-α, ICAM-1 

and VCAM-1, in tissue of primary heterotopic murine colon cancer, which is accompanied by 

a significantly reduced tumor growth and the incidence, size and number of lung and liver 

metastases. 

The results of this study indicate that the dinuclear complex of copper(II) with the S-isoamyl 

derivative of thiosalicylic acid, exert the antitumor effect in vitro, as well as significant 

antitumor effect in vivo in the model of mouse heterotopic primary colon cancer. 

Keywords: binuclear copper(II) complexes, colon cancer, CT26 cells, cytotoxicity, antitumor 

activity, inflammation 
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1.1. Колоректални карцином 

 

Колоректални карцином је болест коју карактерише аберантна пролиферација 

жлезданих епителних ћелија, а која захвата искључиво колон и ректум. Колоректални 

карцином спада у најчешће канцере у општој популацији, трећи је по реду најчешће 

дијагностикован тумор у свету и међу туморима други по реду као најчешћи узрок 

смрти (1). И генски и фактори околине представљају факторе ризика за развој 

колоректалног карцинома (2). Код особа које болују од Кронове болести и улцерозног 

колитиса се са годинама повећава ризик од развоја овог тумора (3). Упркос сталном 

напретку у дизајнирању антитуморских лекова већина колоректалних карцинома је 

резистентна на конвенционалну терапију.  

Mутације одређених гена имају за последицу појаву колоректалног карцинома као што 

се дешава и у осталим туморима. Ове мутације се јављају у онкогенима, тумор 

супресорским генима и генима који кодирају молекуле укључене у поправку ДНК (4). 

У зависности од порекла мутације колоректални карциноми се деле на спорадичне, 

наслеђене и фамилијарне. Колоректална канцерогенеза се објашњава као резултат 

мултиплих генских мутација (4). Колоректални тумори имају можда највећу стопу 

мутација међу туморима, са идентификованим десетинама соматских мутација. 

Колоректални карциноми се на основу броја мутација деле на: хипермутиране са више 

од 12 мутација на 106 парова база и нехипермутиране са мање од 8.24 мутација на 106 

парова база (5). 

 

 

1.1.1. Канцерогенеза колоректалног карцинома 

Колоректални карцином се развија када епителне ћелије стекну низ генских или 

епигенских промена које за резултат имају њихову хиперпролиферацију (6). Иако су 

колоректални карциноми хетерогени на генском нивоу, ипак се сви они развијају кроз 

неколико патогенетских механизама који се описују као: 1 хромозомске нестабилности, 

CIN (од енгл. chromosome instability), 2. микросателитска нестабилност, MCI (од енгл. 

microsatellite instability) и 3. назубљена неоплазија који се често донекле и преклапају 

(7).  

Већина колоректалних тумора настаје из преканцерских лезија. Аденоми настају када 

се поремете механизми који регулишу поправку ДНК и пролиферацију ћелија. 
Константна обнова епитела је неопходна због континуираног губитка површинских 

ћелија цревне слузокоже, а пролиферација се јавља само у бази крипте. Како измењене 

(имају поремећен механизам којим контролишу пролиферацију и поправку ДНК) 

ћелије напредују према лумену дебелог црева, не дешава се очекујући процес 

терминалне диференцијације и евентуално апоптозе што резултује формирањем 

дискретних аденома. Током времена, аденоматозни полипи се повећавају, развијају све 

више диспластичних карактеристика и могу на крају да стекну инвазивни потенцијал. 

Мутације гена АРС (adenomatous polyposis coli) који припада групи тумор 

супресорскох гена (8) или BRAF онкогена (9) иницирају догађаје који резултују 

појавом аденома или назубљених полипа. Наредни догађаји варирају у зависности од 

специфичног патогенетског пута. Додатне генске промене су неопходне за прогресију 

од раних до средњих неоплазија, затим до узнапредовалих полипа са дисплазијом 

високог степена, а касније и инвазивних тумора. Међутим, не морају сви аденоми да 
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напредују до карцинома што се дешава ако изостану акумулације специфичних 

мутација одређеним редоследом. Временски оквир развоја колоректалног карцинома 

одређује сам пут канцерогенезе. Канцерогенеза путем хромозомске нестабилности 

може да траје 10 и више година, а развој тумора путем микросателитске нестабилности 

може да траје само неколико година. 

 

1.1.1.1 Хромозомска нестабилност у развоју 

колоректалног карцинома 

Овај пут развоја примећен у 65%–70% спорадичних колоректалних тумора (10, 11) 

карактеришу промене хромозома које укључују промене броја соматских копија 

(анеуплоидија, брисање, уметање, амплификација гена или губитак хетерозиготности). 

Тумори који се развијају овим путем сматрају се нехипермутиранима. Механизми 

настанка CIN-а обично се одликују поремећајима хромозомске сегрегације, као што је 

поремећено одвајање сестринских хроматида; поремећеним старењем ћелија због 

скраћења теломера и које кулминира реорганизацијом генома; нефункционалном 

контролом оштећења ДНК; и губитком хетерозиготности на тумор супресорском гену. 

Ове кариотипске абнормалности су повезане са мутацијама тумор супресорских гена 

АРС и ТР53 и активирајуће мутације у генима KRAS и алфа каталитичкој подјединици 

фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфонат 3-киназа, PIK3C. Највероватније је мутација 

АРС најранија генска промена у колоректалној канцерогенези (12). Губитак активности 

гена АРС изазива нуклеарну транслокацију бета-катенина и активацију Wnt сигналног 

пута. Wnt сигнални пут је важан регулатор пролиферације цревних епителних ћелија 

(13, 14). Активација овог пута праћена је активацијом експресије гена MYC, циклин D1 

и VEGF (од енгл Vascular Endothelial Growth Factor) чији су продукти укључени у 

канцерогенезу (15). Мутација гена АРС се налази у око 80% колоректалних карцинома 

који настају механизмом хромозомске нестабилности (5). 

Активирајуће мутације гена KRAS се дешавају обично после мутација APC и детектују 

се у око 40% колоректалних тумора (16). Продукт KRAS гена је компонента неколико 

сигналних путева укључујући сигнални пут са рецептора за епидермални фактор раста 

EGFR (од енгл Еpidermal Growth Factor Receptor). Активација KRAS резултује 

конститутивном активацијом Raf–MEK–ERK пута, PI3K (од енгл Phosphoinositide 3 

Kinase) пута и транскрипционог фактора NF-kB. Резултат активације ових путева је 

фосфорилација и активација ензима који подстичу прогресију ћелијског циклуса (17). 

Овај сигнални пут се истражује као мета терапије циљаним терапеутицима у 

метастатском колоректалном карциному. Већина колоректалних карцинома са 

мутацијама KRAS садржи и мутације у генима који кодирају каталитичке подјединице 

PI3K, киназе која фосфорилише сигнални молекул фосфатидилинозитол. Већа 

активност PI3K може повећати синтезу простагландина и инхибирати апоптозу ћелија 

колоректалног карцинома (18). Мутације Р53 праћене губитком функције налазе се 

чешће у колоректалнм карциному него у аденомима са микроскопским фокусима 

инвазивног канцера и чешће у инвазивним аденомима него у бенигним аденомима (19). 

Удруженост фреквенције мутација TP53 и стадијума лезија указује да мутације овог 

гена промовишу развој тумора у каснијим фазама канцерогенезе (20, 21). 
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1.1.1.2. Микросателитска нестабилност у развоју 

колоректалног карцинома 

Колоректални карциноми могу се развити и услед хипермутација базних парова 

соматске ДНК услед неадекватне функције механизма поправке ДНК. Мутације гена 

који кодирају молекуле укључене у поправку ДНК (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) 

изазивају нестабилност микросателитских региона. Микросателитски региони су 

понављајуће тандем секвенце у којима се, током покушаја ДНК полимеразе да веже ове 

понављајуће секвенце, акумулирају грешке. Убацивање неадекватног броја база у ове 

непроменљиве области или проклизавање током синтезе новог ланца може да генерише 

мутацију која мења оквир читања што може да резултује продукцијом 

нефункционалног протеина или одсуством продукције. Уколико нема озбиљних 

мутација гена који кодирају молекуле укључене у поправку ДНК, овај систем 

препознаје раније описане грешке и обавља своју функцију поправке ДНК пре процеса 

репликације. У туморским ћелијама са микросателитском нестабилношћу нема 

адекватне детекције и поправке погрешно упарених база ДНК па се оне неометано деле 

са насталим мутацијама и уједно стичу нове мутације. Микросателитска нестабилност 

детектована је у око 15% спорадичних колоректалних карцинома и у скоро свим 

колоректалним карциномима које развијају особе са Линчовим синдромом који 

карактерише germline мутација гена који кодирају молекуле укључене у поправку ДНК 

(22). Микросателитска нестабилност гена који кодира субјединицу 2 рецептора за TGF-

β (TGFBR2) детектована је у преко 90% колоректалних карцинома који су настали 

механизмом MSI (23). Други гени који су захваћени микросателитском нестабилношћу 

кодирају протеине који регулишу пролиферацију (GRB1, TCF4, WISP3, ACVR2, 

IGF2R, AXIN2, CDX), прекид ћелијског циклуса и апоптозу (CASP5, PRDM2, BCL10, 

PTEN, PA2G4, FAS), поправљају ДНК (MBD4, BLM, CHK1, MLH3, RAD50, MSH3, 

MSH6) (24, 25). 

Догађаји који иницирају туморoгенезу путем који укључује MSI варирају. Мутације 

гена АРС се налазе у 35%-50% тумора који су настали механизмом MSI (5, 26) што 

указује да почетни догађај формирања аденома може да буде заједнички за 

колоректалне карциноме настале механизмом МSI и механизмом CIN. Једном када се 

појави микросателитска нестабилност, колоректални карцином се развија брже него 

механизмом хромозомске нестабилности. Колоректални карциноми са високим нивоом 

микросателитске нестабилности повезани су са краћим временом прогресије; карцином 

се онда развија у року од 1–3 године за разлику од деценија колико траје канцерогенеза 

уколико се развија механизмом хромозомске нестабилности (27). 

 

1.1.1.3. Назубљена неоплазија у развоју колоректалног 

карцинома 

Назубљени полипи могу да претходе развоју око 10-15% свих колоректалних 

карцинома (28). Тај пут настанка колоректалног карцинома се означава као механизам 

назубљене неоплазије. Велики проценат интервалних колоректалних карцинома (оних 

који се развијају у оквиру препорученог периода надзора који обично траје 3-5 година) 

вероватно настају механизмом назубљене неоплазије (29, 30). Механизам назубљене 

неоплазије је посебан вид канцерогенезе који није довољно разјашњен. Препознатљива 

карактеристика пута назубљене неоплазије је активирајућа мутација V600Е BRAF-а, 
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који је компонента МАР киназног пута (9). BRAF је мутиран у већини сесилних 

назубљених аденома, а веома ретко у конвенционалним аденомима што указује да је 

механизам назубљене неоплазије посебан пут развоја колоректалног карцинома (31).  

Након почетне мутације гена BRAF, колоректални карцином који настаје механизмом 

назубљене неоплазије може да се даље развије на два начина. Може да се деси 

микросателитска нестабилност и канцерогенеза се даље одвија по типу MSI, или могу 

да се десе мутације TP53 гена и активација неколико сигналних путева укључујући Wnt 

и TGFβ сигнални пут и механизам епително мезенхимске транзиције, и развијају се 

тумори који имају микросателитску стабилност (26). Тумори који се развијају кроз 

било који од описана два крака пута назубљене неоплазије такође обично показују 

високе нивое метилације CpG острва која се налазе у регионима промотора и уколико 

су у питању промотори тумор супресорских гена на крају је могућ развој тумора. 

Молекулски механизми овог процеса хиперметилације нису разјашњени. 

 

 

 

1.1.2. Инфламација и колоректални карцином 

Иако су основи генских промена у колоректалном карциному утврђени, одређивање 

само генских промена није довољно за подкласификацију типова тумора и тачну 

прогнозу преживљавања пацијента. Јасно је да је у канцерогенези колоректалног 

карцинома битна, поред неколико кључних мутација и блиска интеракција мутираних 

ћелија са туморском микросредином. Туморска микросредина садржи фибробласте 

удружене са туморским ћелијама, васкуларне ћелије и ћелије имунског система које 

блиско међусобно делују на реципрочан начин и могу позитивно или негативно да 

контролишу пролиферацију, ћелијску смрт, избегавање супресора раста ћелија, 

енергетски метаболизам и избегавање имунског одговора, а утичу и на ангиогенезу и 

инвазивност туморских ћелија. Ћелије присутне у строми утичу на канцерогенезу али 

њихова анализа има и битан клинички значај. Присуство лимфоцита који инфилтришу 

тумор повезано је са бољом прогнозом узнапредовалог колоректалног карцинома (32). 

Показано је да је присуство Th1 ћелија које продукују IFN-γ у колоректалном 

карциному повезано са повољном прогнозом, док присуство Th17 ћелија утиче на мање 

повољан исход што указује на кључну улогу Т лимфоцита у ограничавању раста 

тумора (33). У употреби је имуноскор за колоректални карцином који се базира на 

квантификацији популација цитотоксичких и меморијских Т ћелија који чак има бољу 

прогностичку вредност у поређењу са најчешће коришћеном AJCC (American Joint 

Committee on Cancer)/UICC (Union for International Cancer Control) TNM 

класификацијом (34). Док инфилтрација цитотоксичким Т лимфоцитима, Тh1 и 

меморијским ћелијама веома добро корелира са прогнозом свих типова канцера, 

инфилтрати регулаторних Т ћелија, Th2, Th17, NK ћелија, макрофага, супресорских 

ћелија мијелоидног парекла MDSC (од енгл. Myeloid-Derived Suppressor Cells) показују 

већу варијабилност приликом процене прогнозе што зависи и од стадијума и врсте 

канцера и анализе функционалног фенотипа имунских ћелија (35, 36). Такође, 

формирање терцијарних лимфоидних структура на маргини инвазије или строми 

тумора, а не у самом туморском ткиву повезано је са повољним исходом колоректалног 

карцинома (37). Реципрочна интеракција ћелија унутар туморске микросредине која 

значајно утиче на све стадијуме канцерогенезе и пластичност и туморских и осталих 

ћелија у великој мери зависи од присутног запаљења (38). Тако да би детаљно 

разумевање молекулске и ћелијске основе имунопатогенезе колоректалног карцинома 
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омогућило развој нових, можда ефикаснијих терапеутика у односу на конвенционалне 

који циљају само туморске ћелије. Према тренутку у ком запаљење утиче на патогенезу 

колоректалног карцинома, могу се разликовати три типа запаљења: хронично запаљење 

које претходи канцерогенези, запаљење изазвано тумором и запаљење индукованo 

терапијом. Заједничка карактеристика све три врсте запаљења је активација ћелија 

урођене имуности која подстиче развој тумора и успостављање имуносупресивне 

туморске микросредине. 

 

1.1.2.1. Хронично запаљење удружено са 

канцерогенезом 

Главни фактори ризика за развој колоректалног карцинома, а који претходно изазивају 

хронична запаљења колона су дуготрајна и лоше контролисана инфламацијска болест 

црева и хронично запаљење гастроинтестиналног тракта изазвано лошим навикама у 

исхрани (39). Да би се развио тумор потребна су два догађаја на које значајно утиче 

запаљење. Први је акумулација мутација или епигенских промена, које за последицу 

имају или инактивацију тумор супресорских гена или хиперактивацију онкогена што 

ћелијама омогућава раст и преживљавање, а други који мора да следи први је 

промоција тумора, односно клонска експанзија ћелија које садрже мутације и 

прерастање тих клонова у праве туморе. Реактивна једињења кисеоника и азота могу 

изазвати различите врсте оштећења ДНК (једноланчани дволанчани прекиди, 

модификације нуклеотида, уклањање база) у цревним епителним ћелијама, па повећана 

производња ових молекула у мијелоидним ћелијама у хроничном запаљењу може да 

индукује директну трансформацију интестиналних епителних ћелија (40). Поред тога 

хронично запаљење црева може да утиче на функцију епителне баријере и да тако 

омогући контакт матичних ћелија цревног епитела са мутагенима присутним у околини 

или да их доведе у близак контакт са мијелоидним ћелијама које ослобађају 

генотоксичне молекуле (41). Прекид епителне баријере омогућава контакт 

интестиналних епителних ћелија и коменсалних бактерија које такође могу да имају 

проканцерске ефекте. Хронично запаљење црева праћено је регенерацијом ткива што 

подстиче пролиферацију и клонску експанзију евентуално присутних трансформисаних 

ћелија (промоција тумора) као и дедиференцијацију ћелија које нису матичне у ћелије 

сличне матичним у циљу регенерације оштећеног ткива (42). Интестиналне матичне 

ћелије су много способније за одупирање агенсима који оштећују ДНК у односу на оне 

које нису матичне, а дедиференцијацијом постмитотских ћелија показано је да се стиче 

способност иницирања тумора. Коначно, запаљење може да повећа стопу мутација као 

и број ћелија које би потенцијално могле да инцирају развој тумора (43). Запаљење 

утиче и на кључне сигналне путеве који потичу од рецептора за цитокине TNF и IL-1 

који активирају NF-κB и IL-6 који активира STAT3, а који контролишу процесе 

иницијације и промоције колоректалног карцинома (44-48). Описана је и мутација TP53 

у инфламацијској средини у току развоја колоректалног карцинома која појачава 

сигнализацију у којој учествују TNF, STAT3 и NF-κB (49, 50). Запаљење може такође 

да утиче на епигенске промене које су утишавањем тумор супресорских гена повезане 

са развојем канцера (51).  

У току запаљења процесима који зависе од циклооксигеназе -1 и -2 настају липидни 

медијатори који имају велики утицај на све стадијуме канцерогенезе колоректалног 

тумора. Простагландин Е2, најзаступљенији простаноид у колоректалном карциному, 

промовише иницијацију и раст тумора индукујући експресију ензима укључених у 
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метилацију и клонску експанзију канцерских матичних ћелија активацијом NF-κB 

сигналног пута (52). Простагландин Е2 такође индукује диференцијацију у мијелоидне 

супресорске и Т регулаторне ћелије (53) и инхибира ремоделовање туморске 

микросредине подстичући тако инвазивност тумора (54). 

 

1.1.2.2. Запаљење индуковано колоректалним 

карциномом 

Тумори могу изазвати запаљење и њихов локални раст и метастазирање онда зависе од 

интеракција са ћелијама унутар туморске микросредине (38). Један од првих догађаја 

након мутације АРС и активације Wnt сигналног пута је губитак цревне баријере што 

омогућава микроорганизмима из лумена да остваре контакт са резидентним 

мијелоидним ћелијама, активирају их што за последицу има продукцију IL-23 и IL-17 

који су рани промотори колоректалног карцинома (55). Губитак функције р53 у 

каснијим фазама канцерогенезе нарушава интегритет епитела што омогућава 

микроорганизмима индуковану активацију STAT3 и NF-κB, а тиме изазива и 

инфламацију (56). Дакле, активација онкогена и губитак функције тумор супресора не 

само да директно промовишу преживљавање и пролиферацију ћелија канцера, већ и 

одржавају запаљење изазвано тумором стимулацијом продукције цитокина, фактора 

раста и хемокина који регрутују ћелије имунског система у туморско ткиво. 

Хипоксија и недостатак хранљивих материја у тумору чија величина превазилази 

омогућено снабдевање крвљу изазивају некротску смрт која је праћена ослобађањем 

молекулских образаца удуруженим са оштећењем ткива као што је HMGB1, мокраћна 

киселина, АТР који подстичу продукцију IL-1 (57). Хипоксија тумора подстиче 

експресију фактора HIF1α у туморским и ћелијама туморске микросредине што 

подстиче осолобађање TGF-β из фибробласта удружених са туморским ћелијама. TGFβ 

инхибира презентацију антигена у дендритским ћелијама, пролиферацију и ефекторске 

функције Т лимфоцита, индукује развој регулаторних Т и инхибира функцију 

цитотоксичких NK ћелија (58).  

 

 

1.1.2.3. Запаљење индукованo терапијом 

колоректалног карцинома 

Запаљење изазвано терапијом такође значајно утиче на ток колоректалног карцинома. 

Радиотерапија и хемотерапија изазивају смрт туморских ћелија као и промене унутар 

туморске микросредине што активира механизам „зарастања рана“. Запаљење изазвано 

терапијом је пре нежељена последица терапије него циљ, али је важна детерминанта 

терапијског одговора и релапса, а може имати и анти- и про-туморски ефакат у 

зависности од контекста. Умируће туморске ћелије ослобађају молекулске обрасце 

удружене са оштећењем ткива, HMGB1, АТР, дволанчана ДНК, калретикулин који 

активирају ћелије које презентују антигене. Стимулисана активација дендритских 

ћелија у комбинацији са појачаним ослобађањем туморских неоантигена из умирућих 

ћелија, би могла да de novo активира специфичне Т лимфоците што би резултовало 

појачаним имунским надзором тумора (59). Међутим, бројни експериментални и 

клинички подаци показују да умируће ћелије тумора такође промовишу канцерогенезу 
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и инхибирају антитуморски имунски одговор. IL-1α који ослобађају некротичне 

туморске ћелије може да промовише малигну трансформацију, ангиогенезу и 

метастазирање. IL-1α активира и индукује развој инфламацијског типа фибробласта 

који подстичу онкогенезу (60). Смрт туморских ћелија изазвана терапијом може да 

подстакне продукцију фактора раста Wnt и епидермалног фактора раста, цитокина 

TNF, IL-17 и IL-6 у ћелијама туморске микросредине што промовише опстанак 

преосталих туморских ћелија и доприноси резистенцији на терапију (38). 

1.1.3 Хемотерапија колоректалног карцинома 

Као и сваки други карцином, колоректални карцином се класификује од стадијума 0 

(carcinoma in situ), 1 (инвадиран је слој lamina muscularis proporia), 2 (захвећена је и 

сероза), 3 (захваћен је и висцерални перитоенум) и 4 (метастазира крвним и лимфним 

путем) (61). 

Стадијум одређује озбиљност болести и доступне терапије (62). Иако је операција 

стандардни избор лечења за стадијуме 0–2 колоректалног карцинома, стадијум 3 

захтева операцију и адјувантну хемотерапију, а стадијум 4 и рекурентни колоректални 

карцином захтевају операцију, хемотерапију и циљану терапију; међутим, нажалост, до 

сада нема познатог лека који гарантује излечење. 

Хемотерапија или радиотерапија се могу користити пре или после операције како би се 

смањио или стабилизовао тумор (63). Хемотерапија обухвата терапију са једним 

агенсом (првенствено флуороурацил FU)) и режиме са више агенаса, укључујући 

оксалиплатину (ОX), иринотекан (IRI) и капецитабин (CAP или XELODA или XEL). 

Комбиновани режими терапије FOLFOX (5-FU + ОX), FOXFIRI (5-FU + IRI), XELOX 

или CAPOX (CAP + ОX) и CAPIRI (CAP + ОX) остају главни приступи прве линије 

лечења. Пацијентима са лошим перформансама или малим ризиком од погоршања 

препоручује се терапија једним леком. Ове терапије имају и одређене недостатке као 

што су системска токсичност, незадовољавајућа стопа одговора, варијабилна урођена и 

стечена резистенција и ниска селективност за туморско ткиво. Зато постоји стална 

потреба за истраживањем нових начина да се побољша или замени стандардна 

хемотерапија колоректалног карцинома.  

 

 

 

1.2. Бакар и тумори  

Бакар је есенцијални елемент присутан у траговима који игра веома важну улогу у 

многим физиолошким ћелијским процесима. Неопходан је за нормално 

функционисање великог броја различитих ензима као што су Cu/Zn супероксид-

дисмутаза, цитохром оксидаза, тирозиназа, лизил оксидаза, допамин ß-хидроксилаза, 

церулоплазмин, бакар амин оксидаза (64). 

Важни биолошки процеси у које је укључен бакар су дисање, инхибиција слободних 

радикала који могу оштетити мембрану ћелија и ДНК, помаже телу у производњи 

енергије, формирању везивног ткива и костију, учествује у метаболизму кисеоника и 

гвожђа, сазревању ванћелијског матрикса и неуропептида и има улогу у 

неуроендокриној сигнализацији (65, 66). 

У телу одраслих особа налази се око 100 mg бакра у мишићима, костима, јетри, 

бубрезима, срцу и мозгу (67). Бакар унет храном или преко суплемената се апсорбује у 
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дигестивном тракту и то у желуцу, дванаестопалачном цреву и горњем делу танког 

црева. Након апсорпције у крви се бакар везује за албумин и транспортује до јетре где 

се и депонује. Из јетре везан за церулоплазмин бакар се преноси до органа и ћелија 

којима је потребан. У серуму је концентрација бакра 12–25 μM док у ткивима варира 

између 15 и 180 μM/g. Oксидо-редукционе способности чине бакар потенцијално 

неопходним али и цитотоксичним за ћелије. Слободни јони бакра су веома 

цитотоксични па је потребно да концентрација јона бакра унутар ћелија буде увек на 

оптималном нивоу и добро регулисана. Веома је важно да транспорт бакра буде строго 

контролисан како не би наступио вишак редокс активности. Зато се бакар транспортује 

увек везан за протеине. Дистрибуција бакра је такође прецизно регулисана кроз 

неколико ћелијских механизама. Транспорт бакра у ћелије сисара регулише протеин за 

транспорт бакра 1. Бакар у ћелије улази у редукованом облику [Cu(I)] где се везује за 

шапероне за бакар или глутатион, а потом преноси на металотионеин или дистрибуира 

у одређене одељке ћелија (68). Иако је бакар есенцијални микронутријент, у слободном 

облику може да буде веома токсичан по ћелије (66). Исто тако и нерегулисано 

складиштење бакра у ћелијама може да изазове оксидативни стрес и цитотоксичност 

(69). 

Поремећај хомеостазе бакра присутан је код неких генски условљених обољења као 

што су: Вилсонова болест, Менкесова болест, Медник синдром, Huppke-Brendl 

синдром. Поремећаји метаболизма бакра могу бити и стечени када настају због 

смањеног или превеликог уноса бакра када постоји опасност од оштећења јетре, 

анемије, неутропеније, абнормалности костне сржи. Ниже концентрације бакра 

присутне су код Менкесове и Паркинсонове болести. Повећана концентрација бакра је 

присутна код Вилсонове болести, различитих запаљенских процеса, карцинома, цирозе 

јетре и холестазе (70).  

 

 

1.2.1 Бакар у канцерогенези 

Познато је да је код малигних болести ниво бакра озбиљно нарушен и да бакар као 

кофактор многих ензима, има улогу у ангиогенези, бржем расту и метастази тумора 

(71). Концентрација бакра у серуму и туморском ткиву значајно је повећана код 

пацијената са канцером у поређењу са здравим особама. Значајно веће концентрације 

бакра у серуму су повезане са бројним туморима као што су карцином дојке, грлића 

материце, јајника, плућа, желуца, бешике, штитасте жлезде, оралне слузнице, 

панкреаса, главе и врата (72, 73). У неким туморима попут колоректалног и карцинома 

дојке, повећане концентрације бакра су у снажној корелацији са стадијумом и 

прогресијом тумора (74, 75). Код леукемија је уочено смањење концентрације бакра у 

периоду ремисије, што указује да је дистрибуција бакра промењена код пацијената са 

канцером (76). Основни механизми који утичу на промену концентрације бакра у 

серуму оболелих од канцера још увек нису разјашњени. Изложеност високим 

концентрацијама бакра повезана је са неуроендокриним туморима панкреаса и 

карциномом простате (77, 78). Улога бакра у етиологији и прогресији тумора је доста 

проучавана у последње две деценије. Као метал способан да индукује редокс реакције, 

бакар је способан да утиче на генерисање реактивне врста кисеоника интрацелуларно 

што изазива активацију различитих сигналних механизама који повећавају 

пролиферацију туморских ћелија (79). Показано је и да је бакар укључен у регулацију 

МАP киназног и BRAF сигналних путева који иначе регулишу ћелијску 

пролиферацију, диференцијацију и покретљивост (80). Недавно је показано да је 



10 
 

повећана концентрација бакра повезана са повећаном експресијом PD-L1 (Programmed 

Death Ligand 1) у туморским ћелијама што омогућава туморским ћелијама избегавање 

имунског одговора. У истој студији је такође показано да хелатори Cu појачавају 

деградацију PD-L1 посредовану убиквитином што резултује инфилтрацијом Т 

лимфоцита и природних ћелија убица на месту тумора, чиме сузбијају раст тумора и 

побољшавају преживљавање у мишјем моделу болести (81). Бакар такође подстиче 

пролиферацију ендотелних ћелија и ангиогенезу којом се туморима обезбеђују 

кисеоник и есенцијалне хранљиве материје (82). Бакар такође стабилизује експресију 

HIF1 индукованог хипоксијом, који је главни стимулатор ангиогенезе и активира или 

стимулише експресију неколико ангиогених фактора укључујући фактор раста 

фибробласта (FGF), фактор раста васкуларног ендотела (VEGF), фактор некрозе тумора 

алфа (TNF-α), IL-1, IL-6 и фибронектина (83). Удружено са већом концентрацијом 

бакра повећава се експресија ензима супоероксид дисмутазе SOD1 који регулише 

функциују ендотела и стимулише продукцију VEGF и ангиогенезу (72). Бакар појачава 

метастатски потенцијал тумора активацијом протеина који су укључени у 

ремоделовање екстрацелуларног матрикса и настанак преметастатских ниша (84).  

 

1.2.2. Бакар у терапији тумора 

Како су прекомерне концентрације бакра у туморима повезане са појачаном 

пролиферацијом, ангиогенезом и метастатским потенцијалом туморских ћелија, нове 

стратегије у лечењу канцера имају за циљ утицај на хомеостазу бакра. (73). Постоје два 

главна приступа која су тестирана у претклиничким и клиничким условимa, a укључују 

коришћење хелатора бакра којим се смањује биорасположивост овог метала директним 

везивањем за бакар и коришћење јонофора бакра којим се повећава интрацелуларна 

концентрација бакра, а циљ је испољавање антитуморских ефеката бакра (стимулација 

продукције слободних једињења кисеоника, инхибиција протеазома, индукција 

апоптозе) у самим туморским ћелијама (73). 

 

Успех различитих једињења која садрже платину (цисплатина, оксалиплатина, 

карбоплатина) у клиничкој примени у лечењу широког спектра карцинома удружен са 

релативно ниским трошковима лечења утицао је на повећано интересовање за развој 

нових комплекса метала који би имали потенцијално добар клинички ефекат (85, 86). 

Међу прелазним металима који се користе у истраживању нових потенцијално 

активних металокомплекса бакар је нашао широку примену захваљујући 

интересантним антиканцерским карактеристикама које су праћене мањим нежељеним 

дејствима (72). Оштећење ДНК које настаје након излагања комплексима бакра слично 

је оштећењима која настају применом једињења платине (87).  

Све већи број истраживачких група је фокусиран на дизајн и синтезу бакар(II)–

комплекса који остварују интеракције са биомолекулима и испољавају одређено 

фармаколошко дејство (88-90). Познато је да салицилати, смањењем упале, смањују 

ризик од развоја колоректалног карцинома (91). Описани су антиинфламацијски ефекти 

и тиосалицилне киселине (92). Недавно је описана серија комплекса бакра(II) са S-

aлкил дериватом тиосалицилне киселине који показују цитотоксичку активност на 

ћелијама мишјег карцинома колона (93), као и бакра(II) са S,O-тетрадентатним 

дериватима тиосалицилне киселине као лигандима који су показали солидну 

антитуморску активност на ћелијама хуманог колоректалног карцинома, карцинома 

дојке и аденокарцинома плућа in vitro (94). 
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Основни циљ овог истраживања је карактеризација и испитивање антитуморске 

активности синтетисаних бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине на ћелијама тумора мишјег и хуманог порекла in vitro, као и in 

vivo у хетеротопском моделу мишјег карцинома колона. 

У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци: 

1. Утврдити структуру синтетисаних бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-

изоалкил дериватима тиосалицилне киселине 

2. Испитати интеракцију синтетисаних бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-

изоалкил дериватима тиосалицилне киселине са ДНК (ДНК тимуса говечета) и 

BSA (хуманим албумином серума). 

3. Испитати цитотоксичку активност бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-

изоалкил дериватима тиосалицилне киселине на туморским ћелијама мишјег и 

хуманог порекла in vitro. 

4. Испитати потенцијалну проапототску активност бинуклеарних комплекса 

бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине.  

5. Испитати потенцијалну антипролиферативну активност бинуклеарних 

комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине.  

6. Анализирати ефекат бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине на ћелијски циклус туморских ћелија. 

7. Испитати ефекат бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине на раст и прогресију тумора у моделу хетеротопског 

карцинома колона миша и анализирати могуће механизме антитуморске 

активности in vivo. 

 

Хипотезе истраживања: 

− Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне показују 

значајан антитуморски ефекат на туморске ћелије мишјег и хуманог порекла in vitro.  

− Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

успоравају раст и прогресију мишјег карцинома колона. 
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3.1. Материјали и мерења  

Реагенси су комерцијално добијени и коришћени даље без пречишћавања. Елементарне 

анализе су рађене на Vario III CHNOS Elemental Analyzer, Elemental Analysensysteme 

GmbH. За инфрацрвени спектар коришћени су Perkin-Elmer FTIR 31725-X 

спектрофотометар и KBr (калијум-бромид) техника пелета. Магнетна мерења 

синтетисаних комплекса изведена су на 294 К Евансовом методом применом MSB-MK1 

ваге (Sherwood Scientifc Ltd.) са Hg[Co(SCN)4] (жива (II)-тетратиоцијанатокобалтат (II)) 

као калибрант; дијамагнетне корекције су израчунате из Паскалових константи. 

Вредности моларне проводљивости свих комплекса у DMSO (dimethyl sulfoxide) мерене 

у концентрацији од 10-3 М биле су у опсегу 8–17 S·cm-2·mol-1, што указује да су се сви 

комплекси понашали као неелектролити. 9.8 GHz EPR спектра снимљени су на собној 

температури на Bruker Elexsys II 540 EPR спектрофотометру под следећим условима: 

микроталасна снага 6.325 mW, амплитуди модулације 5 G, фреквенци модулације од 

100 kHz, и времену конверзије од 240 ms. Узорци (30 μл 0.5 mM воденог раствора у 

дејонизованој води од 18 MΩ) били су увучени у непропусне тефлонске цеви (Zeus 

industries, Raritan, NJ). Спектри су снимљени и анализирани помоћу Bruker Xepr 

софтвера.  

 

3.2. Синтезе  

3.2.1. Општи поступак за синтезу S-изоалкил 

тиосалицилних киселина (L1)–(L3) 

S-изоалкил деривати тиосалицилне киселине добијени су реакцијом алкиловања 

тиосалицилне киселине одговарајућим изоалкил-хлоридима у базној средини и смеши 

вода-етанол као растварачу. У раствор добијен растварањем (1 mmol) тиосалицилне 

киселине у 50,00 mL 30% етанола додаје се раствор натријум-хидроксида (2,00 mmol у 

5,00 mL дестиловане воде). Одговарајући изоалкил-хлорид (изопропил-(L1), изобутил-

(L2), изоамил-(L3)) (2,00 mmol) се раствори у 5,00 mL етанола и постепено додаје у 

малим порцијама у претходно припремљену бистру реакциону смешу. Тако добијена 

реакциона смеша остави се током ноћи на 60ºC. Након тога раствор се пренесе у 

кристализациону шољу и упари на воденом купатилу ради удаљавања етанола. У 

добијени водени раствор додаје се (2,00 mM) раствор хлороводоничне киселине услед 

чега се ствара бели талог одговарајућег S-изоалкил деривата тиосалицилне киселине. 

Тако добијени производ се одвоји цеђењем, испере великом количином дестиловане 

воде и суши преко ноћи на вакууму. S-изоалкил деривати тиосалицилне киселине су 

добијени у приносу 85-95 %. 

S-изопропил тиосалицилна киселина (L1): температура топљења 117°С, бели прах. 

IR (KBr, cm-1): 3788, 3699, 3660, 3052, 2979, 2968, 2929, 2866, 2813, 2641, 2554, 1951, 

1925, 1677, 1588, 1561, 1461, 1445, 1404, 1381, 1365, 1326, 1310, 1281, 1270, 1257, 1236, 

1171, 1150, 1110, 1061, 1052, 1040, 919, 810, 798, 739, 703, 690, 653, 553, 527, 515, 482, 

459 (Fig. S1). 
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1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1,39 (d, 6,6 Hz, 6H), 3,46–3,59 (m, 1H), 7,21–7,29 (m, 

1H), 7,41–7,54 (m, 2H), 8,15 (dd, J = 7,8 Hz, J = 1,4 Hz, 1H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d 

ppm): 22,7, 36,8, 125,1, 128,3, 129,1, 132,6, 132,8, 139,8, 170,4. 

Резултати елементалне микроанализе за S-изопропил тиосалицилну киселину 

М(C10H12O2S) = 196,27 g·mol-1 

 C (%) S (%) H (%) 

Израчунато: 61,20 16,34 6,16 

Нађено: 60,89 16,70 5,85 

 

S-изобутил тиосалицилна киселина (L2): температура топљења104°С, бели прах.  

IR (KBr, cm-1): 3067, 2963, 2926, 2869, 2721, 2649, 2560, 1950, 1805, 1679, 1587, 1559, 

1463, 1429, 1412, 1383, 1366, 1314, 1290, 1271, 1252, 1168, 1152, 1109, 1060, 1046, 978, 

914, 809, 738, 704, 689, 651, 553, 526, 515, 491, 459. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 1,11 (d, 6,6 Hz, 6H), 1,90–2,10 (m, 1H), 2,82 (d, 6,8 

Hz, 2H), 7,15–7,23 (m, 1H), 7,32–7,36 (m, 1H), 7,44–7,53 (m, 1H), 8,13 (dd, J = 8 Hz, J = 

1,6 Hz, 1H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm): 22,5, 27,8, 41,4, 123,9, 126,1, 126,6, 

132,5, 132,9, 143, 171,2. 

Резултати елементалне микроанализе за S-изобутил тиосалицилну киселину 

М(C11H14O2S) = 210,29g·mol-1 

 C (%) S (%) H (%) 

Израчунато: 62,83 15,25 6,71 

Нађено: 62,48 15,53 6,31 

 

S-изоамил тиосалицилна киселина (L3): температура топљења 89°C, бели прах. IR 

(KBr, cm-1): 3778, 3661, 3059, 2954, 2923, 2868, 2851, 2650, 2554, 1943, 1808, 1683, 1586, 

1561, 1465, 1432, 1412, 1385, 1367, 1350, 1314, 1303, 1284, 1269, 1255, 1170, 1149, 1118, 

1061, 1046, 954, 907, 809, 785, 749, 737, 703, 651, 559, 527, 491, 480, 459. 

1H NMR (200 MHz, CDCl3, d ppm): 0,97 (d, 6,4 Hz, 6H), 1,58–1,71 (m, 2H), 1,74–1,90 (m, 

1H), 2,91–2,98 (m, 2H), 7,15–7,23 (m, 1H), 7,33–7,37 (m, 1H), 7,45–7,54 (m, 1H), 8,14 (dd, 

J = 7,8 Hz, J = 1,6 Hz, 1H). 13C NMR (50 MHz, CDCl3, d ppm): 22,3, 27,8, 30,3, 37,1, 

123,8, 125,8, 126,3, 132,5, 133, 143,1, 171,4.  

Резултати елементалне микроанализе за S-изоамил тиосалицилну киселину 

М(C12H16O2S) = 224,32g·mol-1 

 C (%) S (%) H (%) 

Израчунато: 64,25 14,29 7,19 

Нађено: 63,87 14,50 6,98 
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3.2.2. Припрема бакар (II)-комплекса са S-изопропил 

дериватом тиосалицилне киселине, [Cu2(S-ipr-

thiosal)4(H2O)2]·2H2O (C1) 

Раствору добијеном растварањем 0,10 g (0,4139 mmol) бакар(II)–нитрат трихидрата у 

10,00 mL дестиловане воде лагано се додаје (0,1623 g, 0,8278 mmol) S-изопропил 

дериват тиосалицилне киселине. Реакциона смеша се загрева на воденом купатилу уз 

мешање 3 сата. Током овог периода у малим порцијама се додаје раствор литијум-

хидроксида (0,0198 g, 0,8278 mmol у 10,00 mL дестиловане воде). Раствор је филтриран 

и упарен до мале запремине. Након тога је издвојен плаво-зелени талог филтрацијом, 

испиран водом и сушен на ваздуху. Кристали погодни за рендгенску структурну 

анализу добијени су спором кристализацијом из матичног воденог раствора. Принос: 

0,3248 g (83,15 %). Моларна проводљивост: 8,59 S·cm-2·mol-1. μ(294 K) = 1,79 μB. 

IR (KBr, cm-1): 3789, 3699, 3432, 3054, 2964, 2924, 2865, 2624, 1677, 1615, 1587, 1555, 

1510, 1459, 1436, 1402, 1366, 1310, 1282, 1257, 1235, 1167, 1152, 1113, 1065, 1052, 1041, 

938, 876, 847, 810,797, 751, 720, 698, 661, 624, 553, 525, 500, 459. 

Резултати елементалне микроанализе за [Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2]·2H2O, 

М(Cu2C40H52O12S4) = 980,16 g·mol-1 

 C (%) S(%) H (%) 

Израчунато: 49,01 13,09  5,35 

Нађено: 49,33 13,34 5,19 

 

3.2.3. Припрема бакар (II)–комплекса са S-изобутил 

дериватом тиосалицилне киселине, [Cu2(S-ibu-

thiosal)4(H2O)2] (C2)  

Раствору добијеном растварањем 0,10 g (0,4139 mmol) бакар(II)–нитрат трихидрата у 

10,00 mL дестиловане воде лагано се додаје (0,1739 g, 0,8278 mmol) S-изобутил дериват 

тиосалицилне киселине. Реакциона смеша се загрева на воденом купатилу уз мешање 3 

сата. Током овог периода у малим порцијама се додаје раствор литијум-хидроксида 

(0,0198 g, 0,8278 mmol у 10,00 mL дестиловане воде). Раствор је филтриран и упарен до 

мале запремине. Након тога је издвојен модрозелени талог филтрацијом, испиран 

водом и сушен на ваздуху. Принос: 0,3311 g (79,99 %). Моларна проводљивост 9,9 

S·cm-2·mol-1. μ(294 K) = 1,81 μB.  

IR (KBr, cm-1): 3778, 3444, 3060, 2954, 2925, 2868, 2650, 2196, 1684, 1606, 1561, 1465, 

1434, 1400, 1367, 1314, 1282, 1269, 1255, 1197, 1168, 1150, 1114, 1062, 1046, 956, 917, 

847, 809, 786, 740, 721, 696, 652, 625, 556, 539, 526, 515.  
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Резултати елементалне микроанализе за [Cu2(S-ibu thiosal)4(H2O)2], 

М(Cu2C44H56O10S4) = 1000,26 g·mol-1 

 C (%) S(%) H (%) 

Израчунато: 52,83 12,82  5,64 

Нађено: 52,57 13,01 5,33 

 

3.2.4. Припрема бакар (II)–комплекса са S-изоамил 

дериватом тиосалицилне киселине, [Cu2(S-iam-

thiosal)4(H2O)2] (C3)  

Раствору добијеном растварањем 0,10 g (0,4139 mmol) бакар(II)–нитрат трихидрата у 

10,00 mL дестиловане воде лагано се додаје (0,1855 g, 0,8278 mmol) S-изоамил дериват 

тиосалицилне киселине. Реакциона смеша се загрева на воденом купатилу уз мешање 3 

сата. Током овог периода у малим порцијама се додаје раствор литијум-хидроксида 

(0,0198 g, 0,8278 mmol у 10,00 mL дестиловане воде). Раствор је филтриран и упарен до 

мале запремине. Након тога је издвојен модрозелени талог филтрацијом, испиран 

водом и сушен на ваздуху. Принос: 0,3569 g (81,62 %). Моларна проводљивост 16,92 

S·cm-2·mol-1. μ(294 K) = 1,85μB.  

IR (KBr, cm-1): 3790, 3433, 3054, 2956, 2926, 2868, 2184, 1593, 1550, 1462, 1436, 1401, 

1385, 1281, 1258, 1239, 1157, 1112, 1062, 1044, 957, 846, 805, 786, 743, 717, 695, 657, 616, 

603, 551, 526, 513, 499. 

Резултати елементалне микроанализе за [Cu2(S-iamthiosal)4(H2O)2], 

М(Cu2C48H64O10S4) = 1056,37 g·mol-1 

 C (%) S(%) H (%) 

Израчунато: 54,58 12,40  6,11 

Нађено: 54,73 12,14 6,33 

 

3.3. Рендгенска кристалографија монокристала  

Кристали комплекса бакра(II) са S-изопропил дериватом тиосалицилне киселине 

добијен је спором кристализацијом из матичног воденог раствора. На тај начин 

издвојени су плаво-зелени кристали комплекса [Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2]·2H2O, С1. 

Основни кристалографски подаци и подаци у вези са решавањем и утачњавањем 

структуре за комплекс бакар(II) са S-изопропил дериватом тиосалицилне киселине С1 

приказани су у табели 1. Прикупљање података је обављено на SuperNova 

дифрактометру Rigaku OD опремљеном са Atlas2 CCD детектором. CrysAlisPro је 

коришћен за прикупљање података и такође за пречишћавање ћелија, смањење 

података и корекцију апсорпције (95). Структура је решена помоћу SHELXT и Fourier 

синтезa је урађена употребом SHELXL и имплементирана у програмском пакету WinGX. 
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Анизотропски дислокацијски параметри су прочишћени за све не-водоничне јоне. 

Угљеником везани водоникови атоми су постављени у прорачунате положаје и 

пречишћени на родитељским С атомима. H атоми молекула воде укључени у водоничне 

везе су пронађене у Фоуриер-овој мапи разлика и прецизирани моделом јахања. 

Геометријска анализа извршена употребом SHELXL. DIAMOND (99) је коришћен за 

молекуларну графику. 

Табела 1. Сажетак података о кристалима и пречишћавању структуре за С1.  

С1                                                                                                         

Емпиријска формула                                        С40H52Cu2O12S4 

Формула масе                                                    980.13 

T [К]                                                                    95(2) 

λ [Å]                                                                    1.54184 

Кристални састав                                              триклински 

Просторна група                                               P-1  

Димензије јединичне ћелије[Å, °]                   a = 9.5846(2)    α = 85.1550(10)                  

          b =10.695(2)     ß = 87.6090(10)  

                                                                             c = 11.4601(2)  γ = 69.977(2)  

Волумен   [Å3]                                                   1099.12(4) 

З; густоћа (израчуната) [g.cm-3]                      1; 1.481 

Коефицијент апсорпције [mm-1]                      3.466 

F(000)                                                                 510 

Облик кристала, боја                                         призма, светло плава 

Величина кристала [mm3]                                 0.103x0.078x0.039    

Ɵ Распон за прикупљање података [°]            3.871-74.545  

Распон индекса                                                  -11 ≤ h ≤ 11, -13 ≤ k  ≤ 13, -14 ≤ 𝑙 ≤ 14    

Рефлексија скупљена / независна                    30364 /4448 [R(int) = 0.0259]  

Подаци / ограничења / параметри                   4448 / 0 / 262  

Goodness-of-fit on F2                                          1.058  

Коначни R индекси [I > 2(I)]                          R1= 0. 0303, wR2 = 0. 0765 

R индекси (сви подаци)                                    R1= 0. 0330, wR2= 0.0795  

Највећа разлика између врха и рупе               1.122 и -0.614 
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3.4. Испитивање интеракција комплекса са ДНК 

апсорппционом методом 

У циљу одређивања јачине интеракције комплекса са молекулом ДНК, одређена је 

интризнична константа везивања, Kb, апсорпционом спектроскопском анализом 

раствора који садржи константну концентрацију комплекса (10 μM) и различиту 

концентрацију ДНК (0-50 μM). Апсорпција је мерена у опсегу између 200 - 500 nm. 

Пуферски раствор (0,01 M PBS, pH = 7,2) коришћен је као медијум при овим мерењима. 

Вредност за константу везивања (Kb) одређена је применом Волф-Шимерове једначине 

(1): 

[ДНК]/(εA – εf) = [ДНК]/(εb – εf) + 1/[Kb(εb– εf)]                            (1) 

у којој је [ДНК] концентрација ДНК, εа екстинкциони коефицијент комплекса при датој 

ДНК концентрацији, εf и εb су екстинкциони коефицијенти само комплекса и комплекса 

када је комплетно везан за ДНК. Однос [ДНК]⁄((εa-εf)) и [ДНК] је линеаран, где 1/(εf - εb) 

и 1⁄[Kb(εb-εf)] представљају нагиб и одсечак. Вредност за Kb израчунава се из односа 

нагиба и одсечка. 

 

3.5. Испитивање интеракција комплекса са ДНК 

флуориметријском методом 

Интеракције комплекса са ДНК испитиване су и применом флуоресцентне 

спектроскопије у присуству етидијум бромида (ЕB) да би се утврдило да ли комплекс 

може да замени EB из његовог ДНК-ЕB комплекса. Комплекс ДНК-ЕB је припремљен 

мешањем 10 μM EB и 10 μM ДНК у 0,01 M раствору PBS пуфера. Испитивана је 

промена интензитета флуоресцентног емисионог спектра ДНК-ЕB комплекса са 

додатком растућих концентрација комплекса. Интензитет флуоресценције је мерен на 

таласној дужини ексцитације од 527 nm, а флуоресцентне емисије на 612 nm, у опсегу 

таласне дужине од 550 до 750 nm. 

Добијени спектрални подаци анализирани су применом Стерн-Волмерове једначине (2) 

у којој су I0 и I интезитети емисије у одсуству и у присуству комплекса, [Q] је 

концентрација комплекса, а KSV је константа смањења (,,гашења’’) флуоресценције. 

Вредност за KSV израчунава се из односа нагиба и одсечка линеарне зависности I0/I у 

односу на [Q].  

 

I0/I =1+Ksv[Q]                                                   (2) 

 

3.6. Испитивање интеракција комплекса са ДНК 

мерењем вискозности 

Промена вискозитета ДНК раствора мерена је у присуству растуће концентрације 

комплекса. Подаци су представљени као (η/η0)
1/3 у односу на r, где је η вискозитет ДНК 

раствора у присуству комплекса, а η0 вискозитет само ДНК раствора у пуферу (PBS). 
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Вредности вискозитета израчунате су мерењем времена за које раствор који садржи 

ДНК протекне кроз капилару (t), кориговано са временом протока само пуферског 

раствора (t0), η = (t-t0)/t0. Сваки узорак је анализиран три пута и израчуната је средња 

вредност времена протока. 

 

 

3.7. Испитивање интеракција комплекса са BSA 

флуориметријском методом 

 

Флуоресценција протеина је последица природних флуорофора као што су триптофан, 

тирозин и фенилаланин. Промене флуоресценције BSA коришћене су за изучавање 

интеракције са Cu(II) комплексима C1-C3. Експерименти гашења флуоресценције 

триптофана су спроведени коришћењем 2 μМ BSA у PBS пуферу. Праћено је гашење 

интензитета емисије остатака BSA триптофана на 363 nm у присуству растућих 

концентрација комплекса C1-C3 (0-20 µМ). Емисиони спектри су снимљени у опсегу 

300–500 nm са ексцитацијом на 295 nm. Опсег ексцитације и емисије били су 10 nm. 

Добијени резултати су анализири применом Стерн-Волмерове једначине (2) а 

константа гашења флуоресценције (Ksv) израчуната је из нагиба графика линеарне 

зависности I0/I у односу на [Q]. 

 

3.8. Ћелијске културе 

У истраживањима су коришћене ћелијске линије мишјег карцинома колона СТ26 

(American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CRL-2638), добијене из 

карцинома колона индукованог код BALB/C миша применом N-нитрозо-N-

метилуретана; мишјег Lewis карцинома плућа LLC1(American Type Culture Collection, 

Manassas, ATCC VA, USA, CRL CRL-1642), добијеног из плућа C57BL/6 миша коме је 

имплантиран Lewis карцинома; хуманог карцинома плућа А549 (American Type Culture 

Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-185) и хуманог колоректалног карцинома 

HCT116 (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-247) и 

SW480 (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-228). 

Коришћена је и линија нормалних хуманих фибробласта MRC-5 (American Type Culture 

Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-171). Све ћелије су гајене у комплетном 

DMEM медијуму (енгл. Dulbecco`s Modified Eagles Medium) са 10% феталног телећег 

серума (FBS, енгл. Fetal Bovine Serum), 2 mmol/l L-глутамина (енгл. L-glutamine), 100 

U/mL пеницилина, 100 μg/mL стрептомицина и 1 mmol/l мешаних неесенцијалних 

аминокиселина (Sigma Aldrich, Munich, Germany), у асептичним условима у инкубатору 

на 37°C са 5% CO2.  

Непосредно пре експеримената, субконфлуентне ћелије (~85% ), у логаритамској фази 

раста, одвајне су са дна фласка краткотрајним третирањем раствором 0,25% трипсина у 

трајању од 1 минута. Ћелије су затим опране у комплетном медијуму, а затим 

центрифугиране на 125 x g 10 минута. Вијабилност ћелија је одређивана бојењем 

трипан плавим. Само она ћелијска суспензија која садржи више од 95% вијабилних 
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ћелија коришћена је у експериментима. LLC1 ћелије које су слабо адхерентне, одвајане 

су са дна фласка без употребе трипсина. 

 

3.9. МТТ тест 

Ћелијске суспензије, добијене на претходно описан начин, густине 3 х 104 ћелија/ml, 

сипане се у микротитар плоче са 96 бунара у запремини од 100 µl. Након инкубације од 

24 часа у стандардним условима, медијум је одливен, а ћелије су излагане комплексима 

бакра, у концентрацијском распону од 7.8 µМ до 1000 µМ у временском периоду од 72 

сата. Као контролна супстанца коришћена је цисплатина у истим дозама. По истеку 72 

сата третирања ћелија супстанцом, течност из свих бунара је одливена и у сваки бунар 

је додато по 100 μl медијума са 20% МТТ раствора (5 mg/ml у PBS-у). Плоче су 

инкубиране наредна 4 часа у стандардним условима. По истеку инкубације медијум је 

одливен и у сваки отвор је сипано по 150 μl DMSO-а (Sigma Aldrich, Munich, Germany) и 

20 μl глицинског пуфера (рН 10,5). Оптичка густина одређена је на таласној дужини од 

595 nm, на машини Мicroplate multimode detector Zenyth 3100. 

Вијабилност ћелија је израчуната помоћу формуле 3: 

 

% вијабилних ћелија = (Е−Б)/(К−Б) × 100       (3) 

 

 Е-ћелије третиране испитиваном супстанцом (апсорбанца); Б-контрола-бленк 

(апсорбанца); К- нетретиране ћелије (апсорбанца). 

 

Вијабилност ћелија приликом третмана је испитивана у трипликату и у три независна 

експеримента. 

 

3.10. Кванититативно испитивање апоптотске смрти  

У експоненцијалној фази раста ћелије су пресејане у нове фласкове. Када су ћелије 

достигле конфлуентност 70%, медијум је замењен свежим медијумом са додатком 

комплекса бакра у концентрацији 50 µМ. Контролне ћелије нису излагане комплексима 

или цисплатини, само је медијум замењен свежим комплетним медијумом. Након 24 

сата изложености, ћелије су опране 2 пута у комплетном медијуму и ресуспендоване у 

пуферу који омогућава везивање Аnnexin-а V (10X пуфер: 0.1 M HEPES, pH 7.4; 1.4 M 

NaCl; 25 mM CaCl2) до густине 1.000.000 ћелија/ml. У 100 μl такве суспензије додатo je 

по 5 μl Annexin-а V-FITC (BD Pharmingen, San Diego, California, USA) и 5 μl PI (PI, енгл. 

propidium iodide) концентрације 50 μg/ml PBS-a. После истека 15 минута инкубације на 

собној температури у мраку, у сваки узорак је додато по 400 μl 1X пуфера за везивање. 

Анализирано је 20000 догађаја на FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, 

USA), а подаци су обрађени у FlowJo програму (Tree Star). Сматра се да су Аnnexin V (-) 

PI (-) ћелије живе, Аnnexin V (+) PI (-) ћелије су у раним фазама апоптозе, Аnnexin V (+) 

PI (+) су у касним фазама апоптозе, а Аnnexin V (-) PI (+) су некротичне ћелије. 
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3.11. Анализа ћелијског циклуса 

За анализу процентуалне заступљености испитиваних ћелија у одређеној фази 

ћелијског циклуса коришћен је Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain кит (Thermo Fisher 

Scientific, Inc. USA). Ћелије су након постизања 70-80% конфлуентности у фласковима 

третиране комплексом бакра или цисплатином као контролном супстанцом у 

концентрацијама од 50 µМ у периоду од 24 часа у стандардним условима. Као 

контролне ћелије коришћени су фласкови у којима је медијум замењен свежим 

медијумом у исто време кад су осталим фласковима додати комплекси односно 

цисплатина. Након истека инкубације, ћелије су опране у комплетном медијуму и у 0,5 

ml ћелијске суспензије додато је 1 µl Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain боје, затим су 

узорци инкубирани 30 минута на температури од 37°С, у мраку, и анализиране 

коришћењем проточног цитометра FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San 

Jose, USA), а подаци су обрађени у FlowJo програму (Tree Star). Сваки узорак је рађен у 

трипликату. 

 

3.12. Анализа експресије Ki-67 молекула проточном 

цитометријом 

Након инкубационог периода од 24 сата у присуству испитиваних једињења, 

цисплатине или чистог медијума (контрола), ћелије су опране хладним PBS-ом, а затим 

фиксиране и пермеабилисане коришћењем Fixation and Permeabilization Kit-а (BD 

Biosciences). Након тога ћелије су су инкубиране са примарним антителом обележеним 

флуорохромом (FITC), 20 минута на температури од 4°С. Након тога ћелије су опране у 

BD Perm/Wash™ Buffer-у (BD Biosciences), центрифугиране и ресуспендоване у 250 μl 

пуфера за бојење и анализиране на проточном цитометру FACSCalibur (BD Biosciences, 

San Jose, USA). Подаци су анализирани помоћу FlowJo програма (Tree Star). Сваки 

узорак је рађен у трипликату. 

  

3.13. Методе за испитивање антитуморске активности 

комплекса in vivo 

 

3.13.1. Експерименталне животиње 

Истраживања су спроведена мишевимa чистог соја BALB/C старости од 8 до 12 

недеља. У испитивања су укључене животиње усклађене старости и телесне масе. 

Мишеви су одгајани у виваријуму Центра за молекулску медицину и истраживања 

матичних ћелија, Факултета медицинских наука у Крагујевцу. Животиње су чуване 

према прописаним узгојним условима (храна и вода за пиће ad libitum, 12 часовни 

дневни ритам светла). Спроведено истраживање одобрила је Етичка комисија за 

експерименталне животиње Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу 

број 01-8665 од 17.07.2017. године. 
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3.13.2. Еспериментални модел карцинома колона 

Хетеротопски модел карцинома колона индукован је субкутаном применом 1x106 СТ26 

ћелија у 50 µl DMEM-a у дорзалну регију миша. Од тринаестог дана након апликације 

туморских ћелија мишеви су примали комплекс бакра (II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине, као контролна супстанца коришћена је цисплатина, а трећа 

група мишева третитрана је само физиолошким раствором. Сусптанце су примењиване 

интраперитонеално у дози од 5 mg/kg, ресуспендовановано у 100 µl физиолошког 

раствора (0,9% NaCl), три пута недељно у току две недеље. Свака група бројила је 10 

мишева. Мишеви су жртвовани 24 дана након апликације туморских ћелија.  

 

Раст примарног тумора праћен је свака три дана, регистровањем палпабилног тумора, а 

његова величина одређивана је коришћењем нониуса. Запремина тумора је израчунава 

по формули 4: 

 

 V(mm)3 =
L (највећи пречник) х W2 (најмањи пречник)

2
 

(4) 

 

 

Хистопатолошка анализа метастаза 

Мишеви су жртвовани 24. дана експеримента цервикалном дислокацијом За 

хистопатолошку анализу коришћени су примарни тумор, плућа и јетра. 

 

3.13.3. Израда патохистолошких препарата и 

верификација броја и величине метастатских 

колонија 

Непосредно након екстирпације, ткивa јетре и плућа су фиксирана у 10% раствору 

формалдехида на собној температури. Волумен фиксатива је био 10 пута већи од 

волумена ткива. Обрађено ткиво је укалупљено у парафинске блокове и помоћу 

микротома су исечени резови дебљине 5 μm. Добијени парафински исечци су 

депарафинисани загревањем и потапањем у ксилол, а затим и алкохол опадајућих 

концентрација, рехидратисани су и обојени хематоксилин еозином. После бојења ткиво 

је дехидратисано и просветљено у ксилолу. За процес дехидратације употребљене су 

растуће концентрације алкохола. Препарати су анализирани под светлосним 

микроскопом (BX51, Olympus, Japan). Метастатске колоније су верификоване у 

плућима и јетри BALB/C мишева. Одређиван је просечан број метастаза по у ткиву 

јетре и ткиву плућа сваког миша.  
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3.13.4. Aнализа експресије гена у ткиву примарног 

тумора методом квантитативне ланчане реакције 

полимеразе у реалном времену 

За изолацију укупне РНК из исечака ткива примарног тумора коришћен је тризол 

реагенс (енгл. TRIReagent® Solution, AppliedBiosystems, Fostercity, CA, USA). Ткиво je 

механички хомогенизовано у 1 ml тризола коришћењем ручног хомогенизатора, а 

потом центрифугирано 10 минута на 12000 rpm на 4оC. У супернатант је додато 100 μl 

бромхлорпропана (SigmaAldrich, Germany) након чега су узорци вортексовани и 

инкубирани 15 минута на собној температури, а затим центрифугирани 20 минута на 

12000 rpm на 4оC. Након центрифугирања, горња водена фракција у којој се налази 

РНК, је пажљиво пребачена у нове епрувете у које је додато и 500 μl расхлађеног 

изопропил алкохола. Узорци су благо вортексовани, инкубирани 15 минута на собној 

температури и затим центрифугирани 8 минута на 12000 rpm на 4оC. После одливања 

супернатанта талог у којем се налази РНК је опран два пута у трајању од 5 минута на 

7500 х g у 1 ml 70% етанола и сушен до испаравања целокупног етанола. Осушени 

талог је растворен у води која не садржи нуклеазе (енгл. Nuclease free water, Applied 

Biosystems).  

Након изолације, урађена је реверзна транскрипција изоловане РНК коришћењем кита 

High Capacityc DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, FosterCity, California, 

USA). Ескпресија гена мерена је методом ланчане полимеризације у реалном времену 

(енгл. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) коришћењем кита Luminaris Color HiGreen 

qPCR Master Mix (Thermo Scientific™). За реакцију qRT-PCR коришћен је апарат 

Mastercycler® eprealplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). Коришћени прајмери 

наведени су у Табели 2. 

 

Табела 2. Прајмери коришћени у експериментима. 

 Sense (5’ to 3’) Antisense (5’ to 3’) 

Mouse Bax ACACCTGAGCTGACCTTG AGCCCATGATGGTTCTGATC 

Mouse Caspase-3 AAATTCAAGGGACGGGTCAT ATTGACACAATACACGGGATCTGT 

Mouse Cyclin D3 CCGTGATTGCGCACGACTTC TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG 

Mouse Nanog AAGCAGAAGATGCGGACTGT GTGCTGAGCCCTTCTGAATC 

Mouse C-Myc CGGACACACAACGTCTTGGAA AGGATGTAGGCGGTGGCTTTT 

Mouse Oct4 CAAGGCAAGGGAGGTAGACA ATGAGTGACAGACAGGCCAG 

Mouse Sox2 AAAGGGTTCTTGCTGGGTTT AGACCACGAAAACGGTCTTG 

Мouse ICAM-1 CAATTTCTCATGCCGCACAG AGCTGGAAGATCGAAAGTCCG 

Mouse VCAM-1 TGAACCCAAACAGAGGCAGAGT GGTATCCCATCACTTGAGCAGG 

Mouse TNF-α CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT 

Mouse IL-1β TCTTTGAAGTTGACGGACCC TGAGTGATACTGCCTGCCTG 

Mouse GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG 
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4.1. Ситеза и хемијска карактеризација  

S-изоалкил (R = изопропил-(L1), изобутил-(L2), изоамил-(L3)) деривати тиосалицилне 

киселине припремљени су методом алкиловања тиосалицилне киселине помоћу 

одговарајућих изоалкил-хлорида у алкалном раствору вода-етанол (Шема 1).  

 

R = изопропил-(L1), изобутил-(L2), изоамил-(L3)  

Шема 1. Метода синтезе S-изоалкил деривата тиосалицилне киселине.  

Одговарајући комплекси бакра(II) [Cu2(S-R-thiosal)4(H2O)2] су добијени директном 

реакцијом Cu(NO3)2 са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине у молском 

односу 1:2 уз додатак еквимоларне количине воденог раствора литијум-хидрокисида 

(Шема 2).  

 

 

 

R = изопропил-(C1), изобутил-(C2), изоамил-(C3) 

Шема 2. Синтеза комплекса бакар(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине.  

За снимање инфрацрвених спектара коришћена је техника KBr пилуле. На основу 

резултата инфрацрвене спектроскопије протврђено је формирање комплекса бакра(II) 
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са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине. У Табели 3 дате су најважније траке 

у инфрацрвеним спектрима изолованих бидентатних лиганада (L1, L2, L3) и 

одговарајућих бакар(II) комплекса (C1, C2, C3). Инфрацрвени спектри наведених 

комплекса потврђују бидентатно координовање S-изоалкил деривата тиосалицилне 

киселине преко два атома кисеоника карбоксилних група за бакар(II)-јон. Асиметричне 

валенционе вибрације карбоксилних група изолованих лиганада (1677cm-1 за (L1), 1679 

cm-1 за (L2), 1683 cm-1 за (L3)) су уочене на нижим вредностима од очекиваних (1700-

1750 cm-1) што би се могло објаснити присуством велике R-S групе у orto положају. 

Положаји ових трака у одговарајућим комплексима (C1-C3) налазе се у очекиваној 

области (1600-1650 cm-1) (1615 и 1587 cm-1 за (C1), 1606 и 1561 cm-1 за (C2), 1593 и 1550 

cm-1 (3)) што потврђује њихово депротоновање и координовање за метал. На основу 

анализе инфрацрвених спектара могу се уочити траке симетричних валенционих 

вибрација карбоксилних група S-алкил деривата тиосалицилне киселине и 

одговарајућих комплекса бакра(II). Наведене траке су уочене у очекиваној области око 

1400 cm-1 (96, 97). На основу анализираних инфрацрвених спектара S-изоалкил 

деривата тиосалицилне киселине и одговарајућих комплекса бакра(II) потврдили смо да 

је дошло до координовања за јон метала, али стварна структура комплекса није могла 

бити потврђена (95). Стварна структура комплекса и грађење бинуклеарних комплекса 

бакра(II) потврђено је на основу резултата рендгенске структурне анализе комплекса 

бакра(II) са S-изопропил дериватом тиосалицилне киселине. 

 

 

Табела 3. Најважнији инфрацрвени опсези (cm− 1) испитиваних једињења. 

Jeдињење -S-R -COO- (as) -COO- (sim) 

S-i-pr-thiosal 690 (у) 1677 1404 

[Cu2(S-i-pr-thiosal)4(H2O)2] 698 (у) 1615 (ј), 1587 (ј) 1402 

S-i-bu-thiosal 689 (у) 1679 1412 

[Cu2(S-i-bu-thiosal)4(H2O)2] 696 (у) 1606 (ј), 1561 (ј)  1400 

S-i-am-thiosal 703 (у) 1683 1412 

[Cu2(S-i-am-thiosal)4(H2O)2] 695 (у) 1593 (ј), 1550 (ј) 1401 

ј-јако, у-умерено 

 

На Фигури 1 приказана је собна температура EPR спектра испитиваних бакар (II)- 

комплекса у 1% DMSO/H2O (aqua) (v/v). Сви спектри су готово изотропни (g=2.18, 

ΔH=140 G), без решене хиперфине спреге (S = 1/2, I = 3/2) што указује на исту 

координацију бакар (II)-јона у сва три комплекса. Забележени су слични спектри за 

хидрирана бинуклеарна једињења бакра, са бакар (II)-јонима координираним 

кисеоничким лигандима. Забрањена транзиција на пола поља (ΔМс = ±2) није 

откривена, што указује да су бакар (II)-јони нису магнетно повезани. 
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Фигура 1. Собна температура X-бендова EPR спектра 0.5 mM Cu(II) комплекса у 1% 

DMSO/H2O (v/v); a) Cu(II) комплекс са S-isopropyl дериватом тиосалицилне киселине, 

[Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2] (C1), b) Cu(II) комплекс са S-isobutyl дериватом 

тиосалицилне киселине, [Cu2(S-ibu-thiosal)4(H2O)2] (C2) и c) Cu(II) комплекс са S-

isoamyl дериватом тиосалицилне киселине, [Cu2(S-i-am-thiosal)4(H2O)2] (C3). 

Експериментални услови EPR укључивали су: фреквенцију микроталаса 9.85 GHz, 

снагу микроталаса 5 mW, модулација амплитуде 5 G, модулација фреквенције 100 kHz. 

 

4.2. Рендгенска структурна анализа комплекса  

[Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2]·2H2O (C1)  

Рендгенска структурна анализа показује да комплекс C1 кристализује у триклиничком 

систему са просторном групом P-1. Структура молекула и нумерација присутних атома 

приказани су на Фигури 2.  
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Фигура 2. Структура комплекса [Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2]·2H2O (C1). 

 

Као што се са слике може видети два јона бакра(II) координовани су за четири 

молекула S-изопропил деривата тиосалицилне киселине и то преко оба атома 

кисеоника карбоксилних група. На тај начин настаје бинуклеарни комплекс бакра(II).  

Рендгенска структурна анализа показује да комплекс C1 кристализује у триклинички 

систем са просторном групом P-1. Његова молекуларна структура и схема атомског 

нумерисања приказана је на Фигури 2. Структура C1 састоји се од неутралног педала-

точак типа центросиметричног димер молекула [Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2] и два 

молекула воде. У димеру, два Cu(II) атома су премошћена преко два пара биндентатних 

карбоксилатних анјона тако да формирају квадратну базу од четири атома кисеоника 

(Табела 2) око сваког бакра. Сваки карбоксилат се несиметрично координира са 

централним атомима са раздаљином Cu-O краћом од око 0,2 Å; просечна удаљеност 

Cu-O је 1.961(13) Å. Апикалне положаје квадратних пирамидалних бакарних 

координационих полиедара (τ = 0.005) заузимају атоми кисеоника (O1w) молекула воде 

са благо издуженом дужином везе у односу на екваторијалне везе (Cu1–O1w = 2.194(2) 

Å). Због могуће ротације око појединачне везе C1–C2 и C11–C12 у оба карбоксилата, 

диедрални углови између равни фенилних прстенова и одговарајућих карбоксилних 

група су 5.6(1) и 11.0(1)°. Ови углови су знатно мањи од посматраних у два блиско 

повезана Cu(II)-комплекса са S-метил и S-етил дериватима тиосалицилне киселине (93) 

(100). Као што се види из транс O–Cu–O углова у С1, који нису линеарни, атоми бакра 

јесу померени из одговарајућих базалних равни према апикалном атому кисеоника за 

0.187(1) Å. Постоји 41 кристална структура типа весла [Cu2(ar-COO)4(H2O)2] (ar-COO су 
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ароматичне карбоксилне киселине) молекули димера прикупљени у Cambridge 

Structural Database (101). Поређењем дужине и углова веза C1 са одговарајућим 

подацима у CSD структурама, показано је да су дужине и углови везе у C1 нормални. 

Одвајање Cu···Cu (2.6031(5) Å) у C1 унутар димера, значајно краће од збира ван дер 

Ваалсових радијуса Cu и указује на слабу Cu ··· Cu интеракцију, такође је типично 

Cu···Cu одвајање у 41 CSD структурама између 2.579 и 2.665 Å са просечном вредности 

2,63(2) Å. 

Одабране дужине и углови веза у [Cu2(S-ipr-thiosal)4(H2O)2]·2H2O (C1) комплексу дати 

су у Табели 4. 

 

Табела 4. Одабране дужине веза (А) и углова (°) за С1. 

 

Cu1–O1  1.9545(14) O3–Cu1–O1 90.25(7) 

Cu1–O2i 1.9766(14) O3–Cu1–O4i 169.14(6) 

Cu1–O3  1.9473(14) O1–Cu1–O4i 88.65(6) 

Cu1–O4i 1.9650(14) O3–Cu1–O2i 90.55(7) 

Cu1–O1w  2.1935(16) O1–Cu1–O2i 168.84(6) 

Cu1–Cu1i 2.6031(5) O4i –Cu1–O2i 88.47(6) 

S1–C3  1.768(2) O3–Cu1–O1w 98.83(6) 

S1–C8  1.830(2) O1–Cu1–O1w 99.62(6) 

S2–C13  1.7737(19) O4i–Cu1–O1w 92.01(6) 

S2–C18  1.828(2) O2i–Cu1–O1w 91.26(6) 

O1–C1  1.253(2)   

O2–C1  1.268(2)   

O3–C11  1.260(2)   

O4–C11  1.259(2)   

Трансформација симетрије која се користи за генерисање еквивалентних атома: i = -x + 

1, -y + 1, -z + 1.  

 

Присутне водоничне везе у молекулу посматраног комплекса приказане су Табели 5.  
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Табела 5. Водоничне везе за C1 [Å и °] 

 

D–HA d(D–H) d(HA) d(DA) <(DHA) 

O1w–H1O1O2wi 0.81 2.11 2.811(3) 144.4 

O1w–H2O1O2wi 0.92 2.14 2.893(3) 139.0 

O2w–H2O2O2 1.04 1.86 2.836(2) 154.1 

O2w–H1O2S2 1.06 2.25 3.241(2) 154.9 

 Трансформације симетрије коришћене за генерисање еквивалентних атома: i = -x + 1,  

-y + 1, -z + 1; ii = x + 1, y, z.  

 

Начин паковања молекула комплекса бакра(II) са S-изопропил дериватом тиосалицилне 

киселине са свим присутним интермолекулским и интрамолекулским водоничним 

везама приказани су на Фигурама 3 и 4.  

 

 

 

Фигура 3. Ланац паралелан са а осом у кристалној структури С1 показује водоничне 

везе (црвене испрекидане линије). Атоми водоника који нису укључени у водоничне 

везе изостављени су ради јасноће. 
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Фигура 4. Поглед дуж а осе који приказује распоред суседних ланаца у структури С1. 

Водоничне везе у ланцима приказане су црвеном испрекиданом линијом. 

 

 

4.3. Испитивање интеракција комплекса са ДНК 

апсорппционом методом  

С обзиром да ДНК представља потенцијалну биолошку мету за многе антитуморске 

лекове на бази јона метала, од посебног је значаја испитати начин везивања комплекса 

са ДНК молекулом. Електронска апсорпциона спектроскопија једна је од метода за 

одређивање начинa и јачине везивања комплекса са ДНК. Комплекси јона прелазних 

метала могу остварити интеракције са ДНК које могу бити ковалентне (супституција 

лабилног лиганда у структури комплекса азот-донорском базом из молекула ДНК, нпр. 

преко N7 атома гуанина) и/или нековалентие (интеркалација, електростатичко везивање 

или везивање за мали жлеб) (102). Интензитет апсорпције раствора ДНК у присуству 

комплекса може се смањити (хипохромизам) или повећати (хиперхромизам), уз 

повећање апсорпционе таласне дужине (батохромизам). Апсорпциони спектри 

комплекса C1, С2, C3 у присуству ДНК у различитим концентрацијама дате су на 

Фигури 5. Додатак ДНК у раствор комплекса C1-C3 показује хиперхромизам (Фигура 

5).  
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Фигура 5. UV-Vis апсорпциони спектри за C1 (A), C2(B) и C3(C) (10 μM) у PBS 

пуферу (Раствор фосфатног пуфера = 0.01 M, c(NaCl) = 0.137, c(KCl) = 0.0027 M, 

pH 7.4) са повећањем концентрације ДНК (0-50 μМ). Стрелица приказује 

хиперхромизам у спектралном појасу. Графички мехови: Графикони [ДНК] /(εA – εf) vs. 

[ДНК].  

 

Ово померање хиперхромизма указало је на интеракцију ДНК са комплексима. 

Уопштено, степен хипохромизма или хиперхромизма који се примећује пружа меру 

јачине везивања комплекса за ДНК (103, 104). Међу проученим Cu(II) комплексима, C2 

је показао значајан афинитет везивања за ДНК (Табела 6). Равнотежна константа 

везивања (Kb) између ДНК и сваког од комплекса израчуната је помоћу једначине 1. 

Штавише, интринзична константа везивања Kb (Табела 6) добијена за проучаване 

комплексе са ДНК следи редослед C2 > C1 > C3 што указује на то да C2 интереагује 

јаче од осталих комплекса. 

 

Табела 6. Добијене константе за интеракцију између C1-C3 са ДНК у PBS пуферу. 

 

 Kb [M–1] Ksv[M–1] Kbin[M–1] n 

C1 (4.5 ± 0.1)·104 

 

(1.0 ± 0.1)·103 

 

(1.0 ± 0.1)·103 

 

1 

C2 (2.0 ± 0.1)·105 

 

(2.7 ± 0.1)·103 

 

(6.5 ± 0.1)·106 

 

1.7 

C3 (1.7 ± 0.1)·104 

 

(0.9 ± 0.1)·103 

 

(1.9 ± 0.1)·102 

 

0.6 
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4.4. Испитивање интеракција комплекса са ДНК 

флуориметријском методом 

Eтидијум бромид емитује интензивну флуоресцентну светлoст у присуству ДНК, због 

јаке интеркалације између суседних ДНК базних парова. Појачана флуоресценција 

може се значајно смањити додатком комплекса способног да награди јаке 

интеркалационе везе са ДНК, замењујући ЕB (105, 106). Експерименти компетитивног 

везивања су спроведени на EB-ДНК у присуству раличитих концентрација Cu(II)-

комплекса. Степен флуоресценције EB везаног за ДНК користи се за одређивање 

степена везивања другог молекула и ДНК (107). Интеракције C1-C3 са ДНК проучаване 

су коришћењем раствора у коме је EB везан за ДНК у PBS пуферу (pH = 7,2). 

Интеракција C1-C3 са ДНК довела је до гашења интензитета флуоресценције услед 

истискивања EB из комплекса EB-ДНК. Параметри гашења за C1-C3 израчунати су 

помоћу Стерн-Волмерове једначине. Студије замене EB изведене су променом 

концентрације комплекса метала и праћењем интензитета емисије EB-ДНК комплекса 

(108). Повећање концентрације C1-C3 (0–60 μM) показало је значајно смањење 

интензитета флуоресценције са црвеним помаком (Фигура 6). Индиковано је да је EB 

ослобођен из комплекса EB-ДНК због његове замене проучаваним комплексима. 

 

Фигура 6. Емисиони спектри EB-ДНК и ЕВ (10 μМ) везан за ДНК (10 μM) у присуству 

различитих концентрација C1(A), C2(B) и C3(C), (λmax око 610 nm). [Стрелица 

приказује промене интензитета флуоресценције при повећању концентрације C1(A), 

C2(B) и C3(C), (0-60 μM)]. Графикон испод: Stern-Volmer графикони за EB-ДНК 

флуоресцентну титрацију са C1-C3. 

 

Интензитет флуоресценције на око 610 nm је коришћен за процену Ksv (Табела 4). 

Подаци за гашење флуоресценције се такође могу користити за одређивање места 

везивања (n) и равнотежне константе везивања Kbin помоћу Scatchard -ове једначине 

(109, 110):  

log(I0-I)/I = logKbin + nlog[Q]       (3) 
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Број места везивања (n) и константа везивања (Kbin) израчунати су из графикона 

зависности log(I0-I)/I у односу на log[Q] (Табела 6). На основу вредности Ksv и Kbin 

датих у Табели 6, може се приметити да постоји мала интеракција између коришћених 

комплекса Cu(II) и ДНК. Комплекс С2 има већи афинитет за интеракцију са ДНК од 

осталих комплекса. Међутим, додатак комплекса у раствор ЕВ-ДНК није значајно 

угасило (2.5% for C1, 8% for C2 и 7% за C3) интензитет емисије ЕВ везаног за ДНК на 

око 610 nm (Фигура 6). Добијено мало гашење заједно са малим вредностима Ksv јасно 

је показало да Cu(II) комплекси нису интеркалацијом ступили у интеракцију са ДНК. 

 

4.5. Вискозност 

За даље изучавање интеракција између комплекса C1-C3 и ДНК, спроведено је мерење 

вискозности. Класичан модел интеркалације захтева да се спирала ДНК мора 

продужити јер се парови база раздвајају како би се прилагодили везујућем лиганду, 

што повећава вискозност ДНК. Етидијум бромид, добро познати интеркалатор ДНК, 

снажно повећава релативну вискозност продужавањем двоструке спирале ДНК 

интеркалацијом. Да би се додатно потврдили начини везивања комплекса, мерена је 

вискозност раствора ДНК у присуству и одсуству ових комплекса. У класичној 

интеркалацији, комплекси резултирају продужавањем и учвршћивањем двоструке 

спирале ДНК, што повећава вискозност ДНК (111, 112). Са додатком већих 

концентрација (све до r = 1.0) C1-C3 у раствор ДНК (0.01 mM) уочено је повећање 

релативног вискозитета ДНК (Фигура 7), који је био израженији додавањем комплекса 

С2, док су С1 и С3 показали умерено повећање релативног вискозитета ДНК. Према 

томе, уочени резултат сугерише да би комплекси могли да ступе у интеракцију са ДНК, 

што је потврђено UV-Vis мерењима, али је мало вероватно да ће они међусобно 

деловати интеркалацијом (студије вискозности и етидијум бромида (ЕВ)). Изузетак 

може бити комплекс С2 ако узмемо у обзир резултате вискозности, али ипак добијена 

константа Ksv има ниску вредност. 
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Фигура 7. Релативна вискозност (η/η0)
1/3 ДНК (0.01 mM) у раствору PBS у присуству 

комплекса C1, C2 и C3 у све већим количинама (r). 

 

4.6. Студије везивања протеина 

Могући начин биотрансформације и механизам деловања хемотерапеутских агенаса 

(међу којима су и лекови са металима) може бити интеракција између малих молекула 

и серумског протеина (113). Говеђи серумски албумин BSA (ед енгл. Bovine serum 

albumin) се често бира као модел протеина за проучавање интеракције малих молекула 

са серумским албуминима због његове сличности са албумином хуманог серума (114). 

Стога, поред проучавања интеракција Cu(II) комплекса са ДНК, даље су испитиване 

интеракције комплекса С1-С3 са говеђим серумским албумином (BSA). Квалитативна 

анализа интеракције комплекса С1-С3 са BSA проучавана је испитивањем гашења 

триптофан флуоресцентног емисионог спектра BSA у присуству комплекса. 

Флуоресценцију протеина специфично изазивају три аминокиселинска остатка, наиме 

триптофан, тирозин и фенилаланин. BSA се састоји од два триптофанска остатка дуж 

његове аминокиселинске секвенце и показује флуоресценцију триптофана при 

ексцитацији од 295 nm са максимумом емисије на 365 nm. Афинитет везивања 

комплекса бакра, C1, С2 и C3 за BSA, испитиван је применом експеримента гашења 

флуоресценције триптофана. Флуоресцентна спектроскопија може пратити промене у 

структури протеина, динамици и савијању (115, 116). Промена флуоресценције BSA 

након додавања растућих концентрација C1-C3 (0–20 µM) у опсегу 300–500 nm (λex, = 

295 nm) приказана је на Фигури 8. Примећено је смањење интензитета флуоресценције 

на 362, 363 или 364 nm. Подаци за гашење флуоресценције су анализирани помоћу 

Стерн-Волмерове једначине, једначина 2 и константа гашења (Ksv) је израчуната из 

нагиба графика линеарне зависности I0/I у односу на [Q]. 
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Фигура 8. Емисиони спектар BSA (2 µM; λex, 295 nm; λem 365 nm) у присуству растућих 

концентрација C1 (0-20 µM), λmax = 365 nm. Стрелица показује да се интензитет емисије 

мења повећањем концентрације комплекса C1(A), C2(B) и C3(C). Графикони испод: 

Графикони зависности I0/I у односу на [Q]. 

Резултати приказани у Табели 7 показују да су константе гашења за С2 и С3 сличне, а 

способност гашења С2 и С3 је два пута већа од комплекса С1. Константа гашења 

комплекса опада у редоследу C1 > C3 > C2 (Табела 7) што је слично редоследу 

константе везивања комплекса са ДНК како је раније примећено (Табела 6). Степен 

гашења интензитета флуоресценције приписује се мери повезаности комплекса са BSA. 

Мали молекули се независно везују за скуп места у молекулу протеина, а равнотежа 

између слободног и везаног молекула дата је Scatchard-овом једначином (110) 

једначина (3). 

Константа везивања (Kbin) и број места везивања (n) добијени су из графикона 

зависности log(I0-I)/I у односу на log[Q]. Међутим, комплекс С2 показује 106 пута већи 

афинитет везивања од комплекса С1, док комплекс С1 показују 103 пута већи афинитет 

везивања од С3, како је приказано из њихових константи везивања Kbin (Табела 7). 

Константа везивања комплекса према BSA такође је следила исти редослед који је 

примећен за константу гашења (Табела 7). Такође је утврђено да је стехиометрија 

везивања BSA са Cu(II) комплексима већа за комплекс С2 од других комплекса (Табела 

7). 

 

Табела 7. Параметри везивања C1, С2 и С3 комплекса за BSA. 

Комплекс Ksv[M
–1] Kbin[M

–1] n 

 

C1 

 

(5.9 ± 0.1)·104 

 

 

(7.2 ± 0.1)·106 

 

 

1.5 

 

C2 

 

(1.1 ± 0.1)·105 

 

 

(1.6 ± 0.1)·1012 

 

 

2.6 

 

C3 

 

(1.0 ± 0.1)·105 

 

 

(2.2 ± 0.1)·103 

 

 

0.6 

 

 

4.7. Студије докинга 

Студија докинга тежи да обухвати две различите врсте ДНК структура. Један тип би 

био обичан двоструки ланац који не садржи ниједно место интеркалације (pdb код: 

1BNA). Друга врста ДНК структуре била би двострука спирала са једном или две 

интеркалационе празнине. У зависности од парова база који чине место интеркалације, 

постоје различити облици структура ДНК модела. Користили смо различите структуре 

ДНК модела у прорачунима молекулског докинга како бисмо се испитали могуће 

интеракције између комплекса и ДНК. Структуре ДНК модела у којима место 

интеркалације садржи два G-C пара (pdb код: 1XRW) или један A-T и један G-C пар 

(pdb код: 193D), пронађене су у протеинској бази података, Protein Data Bank (PDB). 
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Овде ће бити речи о резултатима прорачуна најрепрезентативнијих структура ДНК 

модела. 

Везивање за структуру ДНК без места интеркалације (pdb код: 1BNA): Сва три 

комплекса везана су за мањи и већи жлеб, али са различитим афинитетом (Taбела 8, 

Фигура 9). Прво место везивања за комплекс С1 налази се у великом жлебу (енергија 

везивања од-7.6 kcal/mol), јер се комплекс С2 налази у мањем жлебу (енергија везивања 

од of -8.1 kcal/mol), и опет комплекс С3 преферира везивање мањих жлебова (енергија 

везивања од -8,2 kcal/mol). Интеракције комплекса се углавном остварују кроз прстен 

најближи ДНК структурама (Фигура 9). Друго место везивања за комплекс С1 налази се 

у мањем жлебу (енергија везивања од -7.2 kcal/mol), док је за комплекс С2 и С3 у већем 

жлебу (енергије везивања од -7.9 kcal/mol у оба случаја). 

Девет најстабилнијих оријентација (9 завоја) добијено је као резултат прорачуна за 

сваки комплекс метала. Прве четири оријентације комплекса С1 позициониране су у 

великом жлебу, што указује на благу предност у везивању великог жлеба. С2 комплекс 

се подједнако добро веже у оба жлеба наизменично, са благим афинитетом према 

везивању мањег жлеба (5 завоја за везивање за већи жлеб и 4 завоја за везивање мањег 

жлеба), док комплекс С3 показује снажан афинитет према везивању мањег жлеба (8 

завоја за везивање великог жлеба). Очигледно, волуминознији лиганди преферирају 

везивање мањих жлебова. 

 

 

Фигура 9. Најстабилнији адукти ДНК двоструког ланца (PDB код 1BNA) са 

комплексима Cu(II) (С1, С2 и С3) и етидијум бромидом (ЕВ) на месту везивања за мање 

(BS мањи) и веће (BS већи) подручје жлебова. Штапићи различитих боја означавају 

нуклеотидне базе, цитозин је ружичасте, гуанин је зелене, тимидин је црвене и аденин 

је плаве боје. 

Дистрибуција оријентација комплекса метала, као функција афинитета везивања према 

одређеним регионима или жлебовима на структури 1BNA-DNA, представљена је на 

Табели 8. За везивање мањег жлеба, све оријентације комплекса метала (18 завоја) 

налазе се искључиво у чистом G-C региону (9 завоја) или у прелазном региону, између 

региона парова G-C и А-Т (9 оријентација). За везивање главних жлебова (9 завоја), 
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комплекси метала имају афинитет везивања у прелазном региону (5 завоја) и у региону 

чистих А-Т парова (3 завоја). Регија чистих А-Т парова у главном жлебу резервисана је 

искључиво за везивање С2 комплекса. 

 

Табела 8. Афинитет везивања металних комплекса за структуру 1BNA-DNA, одређен 

енергијама везивања (∆EB, у kcal/mol) и бројем оријентација (No).  

Везивање за 

жлеб 

Лиганд 

C1 C2 C3 EB 

Мали 

жлеб 

EB -7.2 -8.1 -8.2 -6.9 

No 5 5 8 9 

Велики 

жлеб 

EB -7.6 -7.9 -7.9 --- 

No 4 4 1 --- 

* Подебљане вредности енергије везивања указују на најстабилнију оријентацију адукта комплекса 

метала са 1BNA-DNA структуром.  

Како структуре испитиваних комплекса не садрже групе које се сматрају класичним 

донорским или акцепторским групама за везивање водоника, ове интеракције нису 

детектоване. Истражујући природу интеракција комплекса метала са ДНК (Табела 8), 

установљено је да постоје две карактеристичне атрактивне интеракције наведене од 

најинтензивнијих до најмање интензивних: ... и C-H...  интерације. P=O... и P-O...O 

интеракције су примећене међу најстабилнијим адуктима, као резултат интеракције 

комплекса са шећерно-фосфатном решетком (11 завоја). P=O... интеракције (као врста 

анјона ... интеракција) су карактеристичније за адукте настале у малом жлебу. Анјон ... 

интеракције у неким системима показују велике енергетске вредности (5-12 kcal/mol) 

(93), које су у опсегу енергетских вредности за стандардно водонично везивање.  

Везивање за ДНК структуру са местом интеркалације (pdb код: 1XRW): Структура 

ДНК, са празнином између два G-C пара нуклеотида (место интеркалације), издвојена 

је из кристалне структуре (pdb code: 1XRW) и коришћена као рецептор (Фигура 10). 

Као што је раније разматрано у студији са регуларним двоструким ланцем ДНК, 

најбољи резултати везивања су добијени у чистим G-C и прелазним G-C/A-T 

регионима. Дакле, одговарајуће место интеркалације 1XRW окружено по једним А-Т 

паром са сваке стране, док се остатак 1XRW структуре састоји од C-G парова. Пошто 

су прорачуни докинга урађени на целој ДНК, може се очекивати везивање у малом 

жлебу, у великом жлебу или у пукотини. Табела 9 садржи податке о везивању лиганада 

(испитивани комплекси метала и ЕВ) за 1XRW-DNA структуру. Равна структура ЕВ 

лако се интеркалира у 1XRW-DNA пукотину у подручју мањег жлеба. Међутим, 

интеркалација ЕВ је енергетски повољнија (енергија везивања -6,9 kcal/mol) од 

везивања мањег жлеба (енергија везивања -5,9 kcal/mol). Конформациона промена 

1XRW потпуно обрће тренд везивања између три комплекса у поређењу са трендом 

везивања 1BNA (структура без празнина). Везивање мањих жлебова сада је 

карактеристично за комплекс С1 (енергија везивања од -7,7 kcal/mol), док су четири од 

девет оријентација позициониране у подручју већег жлеба. Комплекс С1 се не 

интеркалира. Међутим, комплекс С1 се блиско везује за место интеркалације (Фигура 
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10) и блокира приступ пукотини у подручју малог жлеба (енергија везивања од -7,7 

kcal/mol) и главног жлеба (енергија везивања од -7,5 kcal/mol). Комплекс С1 формира 

интеракције C-H...π са паровима база на месту интеркалације. Додатни контакт са 

мањим жлебом остварује се интеракцијом комплекса са ДНК-фосфатним групама. 

Међутим, интеркалација у подручју главног жлеба карактеристична је за комплексе С2 

и С3, што се постиже слагањем π -π са азотном базом са енергијом интеркалације од -

8,3 kcal/mol и -8,6 kcal/mol. Енергетске разлике између интеркалације и жлебног 

везивања С2 и С3 комплекса нису значајне (0,3 kcal/mol, односно 0,2 kcal/mol), али је 

број интеркалираних оријентација знатно већи (Табела 9). 

 

Фигура 10. Најстабилније оријентације Cu(II) комплекса (С1, С2 и С3) и етидијум 

бромида (ЕВ) на месту везивања подручја мањег жлеба (BS минор), на месту везивања 

главног жлеба (BS мајор), на месту интеркалације у подручју мањег жлеба (IS минор) и 

на месту интеркалације у подручју главног жлеба (IS мајор) ДНК која садржи место 

интеркалације (PDB код: 1XRW). Штапићи различитих боја означавају нуклеотидне 

базе, цитозин је ружичасте, гуанин је зелене, тимидин је црвене и аденин је плаве боје. 

 

Табела 9. Афинитет везивања комплекса метала за 1XRW-DNA структуру, одређен 

енергијом везивања (EB, у kcal/mol)и бројем оријентација (No).  

 

Страна 
Везивање за жлеб 

 

Интеркалација 

C1 C2 C3 EB C1 C2 C3 EB 

Мали 

жлеб 

EB -7.7 -8.6 -8.4 -5.9 --- --- -8.2 -6.9 

No 3*+2 3* 2 1 --- --- 2 6 

Велики 

жлеб 

EB -7.5 --- --- --- --- -8.3 -8.6 -6.1 

No 4* --- --- --- --- 6 5 2 
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Подебљане вредности енергије везивања указују на најстабилнију оријентацију комплекса метала 

адукта са 1XRW-ДНК структуром. 

* Оријентације комплекса у интеракцији са пукотином без интеркалације.  

Разлика у енергијама везивања испитиваних комплекса везаних за 1XRW у односу на 

оне везане за 1BNA није значајна. Постоји мала разлика у корист 1XRW адукта. 

Разлика енергије између адуката 1BNA и 1XRW креће се од најнижих вредности за 

лиганд ЕВ (0 kcal/mol) до највећих вредности за комплекс С2 (0, 5 kcal/mol).) 

Истовремено присуство ЕВ и комплекса метала у раствору, према горњој дискусији, 

може имати различите исходе у компетицији са комплексима. Нема дилеме око 

комплекса С1. ЕВ ће се ласко везати јер комплекс С1 има слаб афинитет. Афинитет 

везивања комплекса С2 (-8.3 kcal/mol) и комплекса С3 за адукте је већа у поређењу са 

афинитетом који показује EB (-6.9 kcal/mol). Стога је разумно очекивати да ће С2 и С3 

бити далеко конкурентнији за интеркалацију у односу на ЕВ. Међутим, комплекс С2 

има незнатно већу енергију везивања за мањи жлеб (-8.6 kcal/mol, Табела 9). Може се 

очекивати да се комплекс С2 делимично интеркалира, а делом веже за мањи жлеб. 

Везивање за структуру ДНК са мешовитим местом интеркалације (pdb code: 193D): 

Докинг студија структуре ДНК без интеркалационог места (pdb код: 1BNA) ) показала 

је да су комплекси метала везани углавном унутар пукотина било у региону бокатом G-

C нуклеотидима или у прелазном региону између региона богатих G-C и A-T 

нуклеотидима. Анализа решених кристалних структура из PDB -а показала је да долази 

до интеркалационих празнина између G-C парова, или између G-C и A-T парова. 

Студија докинга структуре ДНК (PDB код: 193D), која садржи две интеркалационе 

празнине (обе са мешовитим А-Т и G-C базним паровима), је такође изведена. 

Резултати студије су показали да је интеркалација јединствен начин везивања. А-Т 

базни пар додатно стабилизује интеркалацију. Наиме, веће енергије везивања се 

добијају када се празнине оивиче једним А-Т базним паром (193D). Енергије везивања 

за најстабилнију оријентацију су -8.5 kcal/mol, -9.1 kcal/mol, и 9.2 kcal/mol, за C1, C2, и 

С3 комплексе. Иако најнижа, чак се и енергија интеркалације за ЕВ благо повећава на -

7.0 kcal/mol. Разлика у енергијама везивања између ЕВ и комплекса метала у 

систему193D DNA моделу може бити до 2.2 kcal/mol. 

Везивање за EB-DNA адукте (pdb код: 1XRW): До сада није било експерименталних 

студија које укључују компетицију комплекса метала и ЕВ. Чињеница је да су студије 

истискивања ЕВ спроведене у раствору адуката EB-DNA. Сходно томе, спроведена је 

серија студија везивања комплекса метала за адукте EB-DNA (коришћена је структура 

1XRW-DNA) како би се стекао потпуни увида у конкуренцију комплекса метала и ЕВ 

за место интеркалације. Најстабилнији адукт EB-DNA коришћен је као рецептор. 

Приступ месту интеркалације 1XRW у подручју главног жлеба није опција за 

комплексе С1 и С2. Везивање за мањи жлеб адукта EB-DNA погодује и са енергетског 

и са конформационог аспекта (већи број оријентација). За комплексе С1 и С2, везивање 

за мањи жлеб је енергетски нешто повољније (енергије везивања од -7,7 kcal/mol и -7,8 

kcal/mol) него везивање за регион ДНК са интеркалираним ЕВ (енергије везивања од -

7,5 kcal/mol и -7, kcal/mol, респективно), али са конформационог аспекта није повољно 

(две од 9 оријентација везане су за мањи жлеб). Везивање комплекса С3 за регион са 

интеркалираним ЕВ фаворизује се са оба аспекта (енергија везивања -8,3 kcal/mol). 

Поређењем резултата докинга на структури 1XRW-DNA и на адукту EB-DNA, може се 

закључити да комплекс С1 има сличан афинитет везивање за мањи жлеб и везивања за 

пукотину (са или без интеркалираног ЕВ). С3 комплекс има сличан афинитет, али 



42 
 

енергетски је интеркалација нешто повољнија од везивања за пукотину са 

интеркалираним ЕВ (за око 0,3 kcal/mol). Ова разлика је израженија за комплекс С2 (за 

око 0.6 kcal/mol). Енергија интеркалације (-8.3 kcal/mol) је знатно већа од енергије за 

везивање за регион са интеркалираним ЕВ (-7.7 kcal/mol), и много јача од енергије 

интеркалације ЕВ (- 6.9 kcal/mol). Комплекс С2 има потенцијал да замени ЕВ из 

пукотине и формира енергетски стабилнији адукт C2-1XRW. У поређењу са 

комплексима С1 и С3, резултати извршених прорачуна указују на то да комплекс С2 

има повећану способност интеркалације и замене ЕВ из интеркалационе пукотине 

1XRW. То је потврђено и експерименталним резултатима. У студијама замене ЕВ 

комплекс С2 уклања ЕВ из ДНК (вредности (Ksv, Kbin и n). Бољи резултати 

интеркалације наглашени су већим вредностима релативне вискозности и Kb. И 

интеркалација и померање ЕВ нису изражене појаве због недовољних енергетских 

разлика. 

 

4.8. Утицај бинуклеарних комплекса бакра(II) са S-

изоалкил дериватима тиосалицилне киселине на 

вијабилност туморских ћелија in vitro  

Неситноћелијски карцином плућа и колоректални карцином спадају у канцере са 

највећом инциденцом у свету. Неситноћелијски карцином плућа је други по реду 

најчешћи канцер у свету, најчешћи канцер код мушкараца и други по учесталости 

канцер код жена (117). Колоректални карцином je трећи по реду међу најучесталијим 

канцерима у свету, трећи по реду најчешћи канцер код мушкараца и трећи најчешћи 

канцер код жена (118). Имајући у виду ове податке испитали смо потенцијални 

антитуморски ефекат новосинтетисаних комплекса бакра на ћелијама хуманог и мишјег 

колоректалног карцинома и хуманог и мишјег неситноћелијског карцинома плућа. За 

испитивање антитуморског ефекта комплекса бакра коришћене су линије хуманог 

колоректалног карцинома HCT116 и SW480, мишјег карцинома колона СТ26, хуманог 

аденокарцинома плућа А549 и мишјег Lewis карцинома плућа (LLC1). За испитивање 

евентуалног селективног цитотоксичког ефекта коришћена је ћелијска линија хуманих 

фибробласта MRC-5. МТТ тест је коришћен за процену ћелијске вијабилности након 

излагања комплексима бакра, а цисплатина је као стандардни хемотерапеутик, 

коришћена као контролна супстанца.  

Као што се види на Фигури 11 лиганди, S-изоалкилни деривати тиосалицилне киселине 

немају цитотоксички ефекат на хумане (11А) и мишје (11Б) ћелије карцинома плућа. 

Сва три лиганда смањују вијабилност хуманих ћелија карцинома плућа, само у 

највећим концентрацијама, 500 и 1000 μM. (Фигура 11А). Цитотоксички ефекат 

изоалкил-деривата тиосалицилне киселине на ћелијама Lewis карцинома плућа миша 

био је нешто израженији, минимално смањење вијабилности је уочено од 

концентрације 32.5 µМ (Фигура 11Б). 
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Фигура 11. Цитотоксичност комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине и лиганада на А) хуманој (А549) и Б) мишјој (LLC1) 

линији карцинома плућа после 72 сата излагања (мерено МТТ тестом). Сви подаци 

су представљени као средње вредности из три независна експеримента изведена у 

трипликату. 

 

Сви тестирани бакар (II)-комплекси са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине 

показали су цитотоксички ефекат који зависи од дозе и према A549 и према LLC1 

ћелијама, већи у односу на лиганде, али мањи у поређењу са цисплатином (Фигура 11А 

и 11В).  
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Фигура 12. Цитотоксичност комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине и лиганада на хуманим, SW480 (А), HCT116 (Б) и мишјој 

CT26 (В) линији карцинома колона после 72 сата излагања (мерено МТТ тестом). 

Сви подаци су представљени као средње вредности из три независна експеримента 

изведена у трипликату. 

 

Међутим, цитотоксичка активност сва три комплекса бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине на хуманим ћелијама колоректалног карцинома, 

HCT116 и SW480, била је врло слична активности цисплатине (Фигура 12А и 12Б). 

Слично ефекту оствареном на мишјим и хуманим ћелијама карцинома плућа, сами 

лиганди су испољили цитотоксички ефекат на ћелије карцинома колона само у 

највећим концентрацијама (Фигура 12). Цитотоксичка активност комплекса бакра са S-

изоалкил дериватима тиосалицилне киселине је нешто израженија на ћелијама мишјег 

карцинома колона, СТ26, у поређењу са ефектом оствареном на хуманим ћелијским 

линијама колоректалног карцинома, али и даље нешто слабија у поређењу са ефектом 

цисплатине (Фигура 12В). Углавном је С3 испољио најбољи антитуморски ефекат на 

свим тестираним ћелијским линијама (Фигуре 11 и 12).  
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Морфологија СТ26 ћелија након 24 сата излагања комплексима бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине и цисплатини приказана је на Слици 1. Двадесет 

четири сата након третмана комплексом C1 и цисплатином у концентрацији 62,5 µМ 

евидентан је смањен број ћелија СТ26 које адхерирају за пластику (Слика 1). Нешто 

мање смањење броја адхерентних СТ26 ћелија се уочава након третмана комплексима 

C2 и C3. Ови резултати су у складу са резултатима добијеним МТТ тестом (Фигура 

12В). Уочава се и да C1 и C3 мењају морфологију СТ26 ћелија, изазивају 

заокругљивање ових ћелија, и то нарочито C1 (Слика 1). 

 

 

 

Слика 1. Морфологија СТ26 ћелија након 72 сата излагања испитиваним комплексима 

и контролној супстанци. 

 

Анализом IC50 вредности израчунатих за испитиване комплексе бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине и цисплатине на свим тестираним ћелијским 

линијама (Табела 10) уочава се да C3 испољава најјачи цитотоксички ефекат на свим 

тестираним ћелијским линијама. Исто тако, најслабији цитотоксички ефекат показује 

C1 на свим тестираним ћелијским линијама, следи C2 са бољом активношћу и онда, као 

што је и поменуто C3 (Табела 10). Бољи цитотоксички ефекти C3 су забележени на 

мишјим ћелијским линијама карцинома плућа и колона у поређењу са хуманим. Бољу 

активност у поређењу са цисплатином C3 је испољио само на ћелијској линији мишјег 

карцинома колона СТ26 (Табела 10). 
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Табела 10. IC50 вредности цитотоксичности комплекса бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине (C1-C3) и цисплатине добијене након 72 сата 

излагања хуманих и мишјих ћелијских линија карцинома колона и плућа одређене МТТ 

тестом.  

 

Ћелијска 

линија 

IC50 ± SD (μg/mL) 

С1 С2 С3 Цисплатина  

A549 267,31±42,24 271,75±58,77 198,19±41,47 5.26±0.81 

HCT116 375,52±58,88 221,25±64,21 178,25±32,11 58.19±13.12 

SW480 

LLC1 

CT26 
 

188,52±25,87 

341,21±57,56 

274,51±47,55 

 

172,54±30,18 

162,32±32,15 

142,47±30,21 

 

170,19±42,27 

74,85±17,54 

53,57±9,54 
 

17.31±4.26 

<7,8 

64,87±6.85 

 

Анализом индекса селективности уочава се да C3 испољава већу цитотоксичност на 

туморским ћелијама него на ћелијама нормалних фибробласта, индекс селективности је 

већи од 1 за сваку од испитиваних туморских ћелијских линија (Табела 11). Ако се 

индекс селективности испитиваних комплекса бакра пореди са индексом селективности 

контролне супстанце, цисплатине, уочава се да C3 има већи индекс селективности него 

цисплатина за ћелијску линију мишјег карцинома колона. Овај налаз указује да би C3 

евентуално могао да испољи мању токсичност и оштећење органа него цисплатина in 

vivo. 

 

Табела 11. Индекс селективности комплекса бакра и цисплатине на хуманим и 

мишјим ћелијским линијама карцинома плућа и колона. Индекс селективности је 

добијен дељењем IC50 вредности за ћелијску линију хуманих фибробласта, MRC-5, 

односно мишјих фибробласта, 3Т3, са IC50 вредношћу за одређену хуману или мишју 

туморску ћелијску линију. 

Индекс селективности 

 С1 С2 С3 Цисплатина  

А549 0,94 0,88 1,20 12.89 

HCT116 0,92 1,09 1,34 1,16 

SW480 1,84 1,39 1,41 3,74 

LLC1 1,01 1,48 3,19 10,81 

CT26 1,26 1,69 4,47 1,04 
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4.9. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине индукују апоптозу туморских 

ћелија  

 

Потенцијал тестираних комплекса да индукују апоптозу ћелија карцинома колона и 

плућа је одређиван анализом проточном цитометријом третираних ћелија обојених 

Annexin-ом V и пропидијум јодидом. Резултати показују да су сви комплекси бакра(II) 

са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине изазвали су апоптозу ћелија мишјег 

карцинома плућа, LLC1 (Фигура 13). Знатно већи проценат ћелија LLC1 третираних 

комплексима С1 (p < 0.001) и С2 (p < 0.005) у току 24 сата био је у раној апоптози у 

поређењу са нетретираним ћелијама (Фигура 13А). Такође, значајно је већи проценат 

LLC1 ћелија третираних комплексом С1 (p < 0.05), 2 (p<0.05), и 3 (p<0.005) у трајању 

од 24 сата био у касној апоптози у поређењу са нетретираним ћелијама (Фигура 13А). 
Проценат LLC1 ћелија које се након третирања комплексима бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине налазе у раној апоптози је већи од процента ових 

ћелија након третмана цисплатином (Фигура 13А). Као што је приказано на Фигурама 

13А и 13Б, већина LLC1 ћелија, после третирања комплексима бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине и цисплатином у трајању од 24 сата, је у фази касне 

апоптозе. Проценат рано- и касно- апоптотичних LLC1 ћелија је већи након третирања 

ових ћелија комплексима бакра(II) него након третирања истом дозом цисплатине, 62.5 

µМ (Фигура 13А и 13Б).  
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Фигура 13. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине индукују апоптозу ћелија мишјег карцинома плућа. Апоптоза 

нетретираних и LLC1 ћелија третираних у току 24 сата цисплатином и комплексима 

бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине у дози 62.5 μM анализирана 

је проточном цитометријом ћелија обојених Annexin-ом V (FITC) и попидијум јодидом 

(PI). (А) Подаци су представљени као средње вредности + SD, три независна 

експеримента, *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001 указују на разлику између 

третираних и нетретираних ћелија. (Б) Репрезентативни dot plot-ови илуструју 

популацију вијабилних (AnnV- PI-), рано апоптотичних (AnnV+ PI- ), касно 

апоптотичних (AnnV+ PI+) и некротичних (AnnV- PI+) LLC1 ћелија. 
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У складу са добро познатом ниском цитотоксичком активношћу цисплатине у 

колоректалном карциному и прилично слабим клиничком одговором на терапију 

цисплатином код оболелих од колоректалног карцинома (119, 120) је и резултат ове 

студије у којој је показано да минимални проценат HCT116 ћелија подлеже апоптози 

након третмана цисплатином (Фигура 14А). Међутим, С3 је индуковао апоптозу 

HCT116 ћелија у значајно већем проценту (Фигура 14А и 14Б). Проценат рано- (p < 

0.01) и касно- апоптотичних (p < 0.05) HCT116 ћелија третираних комплексом С3 (62,5 

µМ) је статистички значајно већи у поређењу са процентом ових ћелија након третмана 

истом дозом цисплатине (Фигура 14А). Највећи проценат апоптотичних HCT116 ћелија 

детектован проточном цитометријом је у складу са налазом МТТ теста (Фигура 12Б и 

Табела 10).  

 

 

**

*

0

2

4

6

8

10

12

untreated cisplatin Cu1 Cu2 Cu3

П
р

о
ц

е
н

а
т
 H

C
T

1
1

6
ћ

е
л

и
ја

рана апоптоза

касна апоптоза

нетретиране цисплатин C1          C2              C3

A



50 
 

 

Фигура 14. С3 индукује апоптозу ћелија хуманог колоректалног карцинома. 

Апоптоза нетретираних и HCT116 ћелија третираних у току 24 сата цисплатином и 

комплексима бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине у дози 62.5 

μM анализирана је проточном цитометријом ћелија обојених Annexin-ом V (FITC) и 

пропидијум јодидом (PI). (А) Подаци су представљени као средње вредности ± SD из 

три независна експеримента. *p < 0.05, **p < 0.005 указују на разлику између 

третираних и нетретираних ћелија. (Б) Репрезентативни dot plot-ови илуструју 

популацију вијабилних (AnnV- PI-), рано апоптотичних (AnnV+ PI- ), касно 

апоптотичних (AnnV+ PI+) и некротичних (AnnV- PI+) HCT116 ћелија. 

 

Даље је анализирана способност испитиваних комплекса бакра да изазову апоптотску 

смрт ћелија мишјег карцинома колона, СТ26. Проценти апоптотских СТ26 ћелија су 

већи у поређењу са нетретираним ћелијама, али мањи у поређењу са процентим 

апоптотских СТ26 ћелија третираних цисплатином (Фигура 15А и 15Б). Међутим, 

статистичка значајност (р < 0.05) детектована је само за разлике између процента ћелија 

које су у раној апоптози и третиране комплексом C1 и нетретираних ћелија (Фигура 

15А). Овај резултат је у складу са фазно-контрастном микроскопијом СТ26 ћелија 

којом је уочено заокруживање СТ26 ћелија у културама третираним комплексом C1 

(Слика 1). 
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Фигура 15. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине испољавају слаб апоптотски ефекат на ћелије мишјег карцинома 

колона. Апоптоза нетретираних и СТ26 ћелија третираних у току 24 сата цисплатином 

и бакар(II)-комплексима у дози 62.5 μM анализирана је проточном цитометријом ћелија 

обојених Annexin-ом V (FITC) и пропидијум јодидом (PI). (А) Подаци су представљени 

као средње вредности + SD, три независна експеримента, *p < 0.05, **p < 0.005 указују 

на разлику између третираних и нетретираних ћелија. (Б) Репрезентативни dot plot-ови 

илуструју популацију вијабилних (AnnV- PI-), рано апоптотичних (AnnV+ PI- ), касно 

апоптотичних (AnnV+ PI+) и некротичних (AnnV- PI+) СТ26 ћелија. 
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4.10. Антипролиферативна активност комплекса 

бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине на ћелијама колоректалног и карцинома 

плућа 

 

Ki67 је протеин који се везује за ДНК, изражен је у пролиферативним, али не и у 

мирујућим ћелијама и сматра се да учествује у процесу пролиферације. 

Антипролиферативни ефекти испитиваних молекула могу се проценити проценом 

нивоа експресије Ki67 у третираним ћелијама (121). Како би испитали потенцијалну 

антипролиферативну активност комплекса бакра анализирали смо проточном 

цитометријом проценат туморских ћелија које након третирања комплексима 

испољавају Ki67, као и ниво експресије овог молекула на нивоу ћелије. Проценат LLC1 

ћелија које након третирања свим комплексима бакра и цисплатином експримирају 

Ki67 је мањи у поређењу са нетретираним ћелијама (Фигура 16А). Као што је 

приказано на Фигури 16А проценат Ki67 позитивних LLC1 ћелија третираних 

комплексом C2 (у дози од 62,5 µМ) значајно је мањи у поређењу са процентом Ki67 

позитивних ћелија третираних цисплатином (Фигура 16А). Такође, значајно мања 

експресија Ki67 је уочена у ћелијама третираним цисплатином и комплексима C1 и C2 

у поређењу са нетретираним LLC1 ћелијама (Фигура 16Б).  
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Фигура 16. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине смањују експресију Ki67 у ћелијама мишјег карцинома плућа. Проценат 

Ki67 позитивних LLC1 (A) ћелија изложених бакар(II) комплексима или цисплатини 

(62.5 μM) у току 24 h одређен проточном цитометријом представљен је као средња 

вредност +SD из три независна експеримента. Подаци су анализирани Студентовим t 

тестом, *p < 0.05 указује на разлику између третираних и нетретираних ћелија. 

Репрезентативни хистограм експресије (средњи интензитет флуоресценције) Ki67 у 

третираним и нетретираним ћелијама и стратегија гејтовања (Б). 

 

Детектована је слабија антипролиферативна активност испитиваних комплекса бакра 

анализом овог ефекта на ћелијама хуманог (НСТ116) и мишјег (СТ26) карцинома 

колона (Фигура 17). Међу тестираним комплексима бакра са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине, само је С1 је испољио антипролиферативни ефекат на ћелијама 

хуманог колоректалног карцинома, HCT116. Проценат Ki67 позитивних HCT116 ћелија 

је статистички значајно мањи (p < 0.05) након третмана комплексом С1 у поређењу са 

нетретираним ћелијама (Фигура 17А). Проценат Ki67 позитивних НСТ116 ћелија је 

мањи након третмана цисплатином у поређењу са контролним, нетретираним ћелијама, 

али та разлика није статистички значајна (Фигура 17А). Мања експресија Ki67 ћелија је 

детектована у НСТ116 ћелијама третираним комплексом С1, као и цисплатином, него у 

нетретираним ћелијама (Фигура 17А, десни панел). Комплекси бакра са дериватима 

тиосалицилне киселине не делују антипролиферативно на ћелије мишјег карцинома 

колона, односно не смањују проценат Ki67 позитивних СТ26 ћелија (Фигура 17Б). 
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Фигура 17. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине остварују слаб антипролиферативни ефекат на ћелијама карцинома 

колона. Проценат Ki67 позитивних НСТ116 (A) и CT26 (Б) ћелија изложених 

комплексима бакра(II) или цисплатини (доза комплекса и цисплатине 62.5 μM) у току 

24 сата одређен проточном цитометријом представљен је као средња вредност ± SD из 

три независна експеримента. Подаци су анализирани Студентовим t тестом: *p < 0.05 

указује на разлику између третираних и нетретираних ћелија. Репрезентативни 

хистограм експресије (средњи интензитет флуоресценције) Ki67 у НСТ116 ћелијама (А, 

десни панел). 

 

 

4.11. Комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине заустављају туморске ћелије у 

G2/M фази ћелијског циклуса  

Даље смо истражили да ли нови комплекси бакра(II) са са S-изоалкил дериватима 

тиосалицилне киселине утичу на ћелијски циклус, па је проточном цитометријом 

анализиран проценат ћелија карцинома колона у различитим фазама ћелијског циклуса, 

нетретираних (гајених само у медијуму) и након дванаесточасовног третирања 

комплексима бакра или цисплатином у дози 62,5 µМ. Третман и комплексима бакра и 

цисплатином значајно је повећао проценат НСТ116 ћелија које се налазе у G2/M у фази 

ћелијског циклуса (Фигура 18А). Даље, третман комплексима бакра и цисплатином 

смањио је проценат НСТ116 ћелија у S и G0/G1 фази ћелијског циклуса (Фигура 18А). 

С3 је имао највећи утицај на дистрибуцију HCT116 ћелија по различитим фазама 

ћелијског циклуса ћелија, са највећим процентом ћелија у G2/M фази и великим 

смањењем процента ових ћелија које се налазе у S фази (Фигура 18А). Добијени подаци 

показују да бакар (II) комплекси са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине 

инхибирају ћелијску пролиферацију заустављањем напредовања ћелијског циклуса у 

G2/M фази и вероватно накнадном индукцијом апоптозе у HCT116 ћелијама. Најјачи 

ефекат С3 на поремећај ћелијског циклуса је у складу са најизраженијим апоптотским 

ефектом овог комплекса на HCT116 ћелије (Фигура 14).  

Анализа ћелијског циклуса у СТ26 ћелијама третираних комплексима је показала да С3 

изазива застој ових ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса (Фигура 18Б). Слично, 

цисплатина је (под истим условима третирања, 12 сати у дози 62.5 µМ, као и комплекси 

бакра) изазвала акумулацију СТ26 ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса (Фигура 18Б). 

С1 и С2 нису изазвали поремећаје ћелијског циклуса СТ26 ћелија.  
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Фигура 18. Комплекси бакра(II) са S-изоaлкил дериватима тиосалицилне 

киселине индукују заустављање ћелијског циклуса у G2/M фази. Расподела 

HCT116 и СТ26 ћелија по различитим фазама ћелијског циклуса одређена је детекцијом 

ових ћелија обојених Ruby бојом проточном цитометријом. Подаци су представљени 

као средња вредност процента ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса (G1, S и 

G2/М) ± SD у наведеним групама за 3 понављања, *p < 0.05, **p < 0.01 указују на 

разлику између третираних и нетретираних ћелија. 
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4.12. Антитуморски ефекат комплекса бакра(II) са S-

изоамил дериватом тиосалицилне киселине у 

хетеротопском моделу карцинома колона миша  

4.12.1. Комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине редукује раст примарног 

хетеротопског карцинома колона миша 

Позитивни ефекти аспирина (ацетилсалицилне киселине) у превенцији колоректалног 

карцинома су добро познати. Неколико различитих механизама је одговорно за описане 

позитивне ефекте ацетилсалицилне киселине у превенцији колоректалног карцинома 

укључујући инхибицију циклооксигеназе, индукцију апоптозе, инхибицију активности 

NF-κB, појачану регулацију тумор супресорских гена и инхибицију mTOR 

сигнализације (122). Наведене активности су вероватно посредоване салицилатом, 

главним метаболитом аспирина. Салицилат такође инхибира ензим лизин 

ацетилтрансферазу и процес епително-мезенхимске транзиције инхибицијом експресије 

муцина MUC1 и инхибицијом продукције проинфламацијских цитокина и на тај начин 

може да инхибира прогресију колоректалног карцинома будући да је прекомерно 

изражен MUC1 у ћелијама рака дебелог црева повезан са лошијом прогнозом (123). С 

обзиром да инфламацијско окружење промовише ћелијску пролиферацију, ангиогенезу 

и резистенцију на апоптотозу и да салицилати имају антиинфламацијска дејства in vivo 

(124), даље су анализирани антитуморски ефекти комплекса бакра са тиосалицилним 

дериватом in vivo у хетеротопском моделу примарног карцинома колона миша. Највеће 

смањење вијабилности туморских ћелија карцинома колона миша остварио је C3 

(Фигура 12В, Табела 10) које је праћено највећом селективношћу, на шта указује 

индекс селективности (Табела 11), па је за даље in vivo испитивање одабран овај 

комплекс. Као експериментални модел коришћен је модел примарног хетеротопског 

карцинома колона миша који је изазван субкутаном апликацијом 1х106 СТ26 ћелија у 

дорзолумбални предео BALB/c миша. 

Кратки третман комплексом C3 у дози од 5 mg/kg телесне тежине, примењен у два 

циклуса са пет доза по циклусу, почевши од тринаестог дана након имплантације 

туморских ћелија, повезан је са значајним смањењем раста примарног хетеротопског 

карцинома колона миша (Фигура 19А). Четири дана након примања последње дозе 

испитиваног комплекса је запремина тумора у групи мишева третитраних комплексом 

C3 значајно смањена у потређењу са групом нетретираних мишева (Фигурa 19А). 

Третман цисплатином који је спроведен на исти начин као и третман комплексом бакра 

је такође смањио раст примарног тумора, али разлике у запремини тумора нису 

достигле статистичку значајност. Тежина тумора значајно је смањена код мишева 

третираних комплексом C3 у поређењу са нетретираним животињама (Фигура 19Б). 

Третман цисплатином је смањио тежину тумора у поређењу са нетретираним 

животињама, али ова разлика није достигла статистичку значајност (Фигура 19Б). 

Штавише, средња вредност тежине екстирпираног примарног тумора у групи мишева 

која је примала С3 је статистички значајно мања у поређењу са средњом вредношћу 

тежине тумора у групи мишева третираних цисплатином (Фигура 19Б). 
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Фигура 19. С3 смањује раст примарног тумора. Мишевима су субкутано инјектиране 

СТ26 ћелије и од осмог дана су примали или комплекс бакра, или цисплатину или 

физиолошки раствор. А) Криве приказују запремину тумора по групама, у различитим 

данима од инокулације туморских ћелија, примена комплекса бакра и цисплатине је 

започета од 13. дана по инокулацији туморских ћелија; Б) График приказује тежину 

тумора по групама 24 дана од почетка примене испитиваних супстанци; *р < 0.05. 
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Експресија молекула укључених у процес апоптозе (ниво иРНК) анализирана је у ткиву 

примарног тумора real time RT PCR методом у све три групе мишева. Експресија 

проапоптотског молекула Bax и каспазе 3 је статистички значајно већа (р < 0.05) у 

групи мишева третираних комплексом С3 у поређењу са групом нетретираних мишева 

(Фигура 20). Експресија ових молекула је у групи мишева третираних цисплатином 

већа у поређењу са групом нетретираних мишева, али је мања него у групи мишева 

третираних комплексом С3 (Фигура 20). Налаз највеће експресије молекула укључених 

у апоптозу у ткиву примарног ткива карцинома колона мишева третираних комплексом 

С3 (Фигура 20) је у складу са налазом најмање запремине и тежине тумора у овој групи 

(Фигура 19). 

 

 

Фигура 20. С3 повећава експресију проапототског молекула Bax и каспазе-3 у 

ткиву примарног тумора. Релативна експресија Bax и каспазе-3 у ткиву примарног 

тумора, нормализована у односу на експресију GAPDH анализирана је real-time qRT-

PCR методом и приказана је као средња вредност ± SD (5 узорака по групи). 

Статистичка значајност је одређена Mann-Whitney тестом, * p < 0.05.  

 

Протоонкоген cMyc учествује у прогресији ћелијског циклуса индукцијом експресије 

циклина D (125) што подстиче ћелијску деобу и раст тумора, па је real time RT PCR 

методом у ткиву примарног тумора анализирана експресија молекула cMyc и циклина 

D3 (ниво иРНК). Експресија cMyc и циклина D је смањена у групи мишева третираних 

комплексом С3 у поређењу са контролном групом мишева, али разлика није достигла 

статистичку значајност (Фигура 21). Ови резултати указују да С3 смањује раст тумора 

in vivo, вероватно и индукцијом апоптозе, али и инхибицијом деобе туморских ћелија. 
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Фигура 21. С3 смањује експресију циклина D3 и cMyc у ткиву примарног тумора. 

Релативна експресија циклина D3 и cMyc у ткиву примарног тумора, нормализована у 

односу на експресију GAPDH анализирана је real-time qRT-PCR методом и приказана је 

као средња вредност ± SD (5 узорака по групи). Статистичка значајност је одређена 

Mann-Whitney тестом. 

 

4.12.2. Комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине редукује метастазе у јетри и 

плућима мишeва са примарним хетеротопским 

карциномом колона 

 

Ткива јетре и плућа су анализирана 24 дана након инокулације туморских ћелија у 

групама нетретираних мишева и мишева који су интраперитонелано примили комплекс 

бакра или цисплатину. Урађена је хистолошка анализа по пет серијских пресека ткива 

јетре и плућа обојених хематоксилином и еозином.  

 

Табела 12. Инциденца метастазирања у јетри и плућима. Проценат мишева са 

детектованим метастазама у плућима и јетри одређен је 24 дана после инокулације 

туморских ћелија у контролној групи и групама мишева које су примили 2 пута по пет 

доза цисплатине или комплекса бакра. 

 Контрола Цисплатина С3 

Проценат мишева са 

метастазама у јетри 
88,89 50 25 

Проценат мишева са 

метастазама у плућима 
88,89 50 25 
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Хистолошком анализом плућа третираних и нетретираних мишева утврђено је да С3 

смањује инциденцу појаве метастаза у плућима (Табела 12). И С3 и цисплатина су 

смањили проценат мишева који су развили метастазе у плућима након субкутане 

инокулације ћелија карцинома колона. Проценат мишева који су развили метастазе у 

плућима у групи нетретираних мишева је 88,89, у групи мишева која је примала 

цисплатину тај проценат је 50, док је у групи која је примала С3 тај проценат 25. 

Резултати показују да је инциденца метастазирања у групи мишева који су примали С3 

дупло мања у поређењу са групом мишева која је примала цисплатину.  

Даља анализа ткивних исечака плућа је показала да је број метастаза по плућима већи у 

групи нетретираних мишева у поређењу са групама мишева третираних цисплатином и 

комплексом С3, али је број метастаза у плућима мишева третираних комплексом мањи 

у поређењу са групом мишева третираних цисплатином (Слика 2). Такође величина 

појединачних метастаза је највећа у групи нетретираних мишева, мања у групи мишева 

третираних цисплатином и најмања у групи мишева третираних комплексом С3. У 

групи нетретираних мишева су уочене метастазе које захватају читаве режњеве плућа 

(Слика 2, први ред, слике десно). Са друге стране, у плућима третираних мишева су 

уочена поља крварења која окружују метастазе (Слика 2, други и трећи ред, слике 

десно). Крварења су израженија у плућима мишева третираних цисплатином него у 

групи мишева третираних комплексом С3.  

 

 

Слика 2. Репрезентативни исечци ткива плућа обојених хематоксилином и еозином 24 

дана након трансплантације CT26 ћелија. 

 

Налази добијени анализом исечака јетре су слични налазима анализе ткива плућа. С3 је 

смањио инциденцу метастазирања у јетри (Табела 12). Мишеви којима су СТ26 ћелије 

апликоване субкутано, а који нису третирани комплексом бакра или цисплатином у 

88,89% су развили метастазе у јетри, насупрот 50% мишева са метастазама у јетри који 
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су примали цисплатину и 25% мишева са метастазама у јетри у групи која је примала 

С3 (Табела 12). Слично као и у плућима, површине метастаза у јетри нетретираних 

мишева су веће у поређењу са величином метастаза у јетрама мишева третираних 

цисплатином (Слика 3). У јетрама мишева третираних комплексом бакра су уочене 

минималне метастазе, инципијентне, које окружују крвне судове или жучне путеве 

(Слика 3). Број метастаза по јетри је највећи у групи нетретираних мишева, мањи у 

групи мишева третираних цисплатином и најмањи у групи мишева третираних 

комплексом С3. Поља крварења су уочена у јетрама у све три групе мишева. Најмању 

површину заузимају поља крварења у јетри мишева третираних комплексом С3 (Слика 

3, слике десно). 

 

 

Слика 3. Репрезентативни исечци јетре обојени хематоксилином и еозином 24 дана 

након трансплантације CT26 ћелија (жуте стрелице означавају метастазе, а тегет поља 

крварења). 
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4.12.3. Комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине у ткиву примарног тумора 

смањује експресију маркера канцерских матичних 

ћелија Nanog  

Канцерске матичне ћелије играју кључну улогу у релапсима и метастазирању 

колоректалног карцинома (126). Колоректалне канцерске матичне ћелије, поред 

специфичних маркера као што су CD44, CD133, CD166, Lgr5, ALDH1 и EpCAM, 

експримирају универзалне маркере матичности Nanog, Sox2 и Oct-4 (127) (128). 

Испитали смо утицај С3 на експресију универзалних маркера матичности канцерских 

матичних ћелија у ткиву примарног тумора real time RT PCR методом. Добијени 

резултати (Фигура 22) указују да С3 смањује експресију сва три испитивана маркера 

канцерских матичних ћелија у ткиву примарног СТ26 тумора миша, за разлику од 

цисплатине која утиче на повећање експресије Nanog. Иако је експресија сва три 

маркера матичности смањена у групи мишева који су примали С3 у поређењу са 

контролном групом, статистички је значајно смањена само експресија Nanog (Фигура 

22). 

 

 

Фигура 22. С3 смањује експресију маркера матичности у ткиву примарног 

тумора. Релативна експресија Oct4, Sox2 и Nanog у ткиву примарног тумора, 

нормализована у односу на експресију GAPDH анализирана је real-time qRT-PCR 

методом и приказана је као средња вредност ± SD (5 узорака по групи). Статистичка 

значајност је одређена Mann-Whitney тестом. 
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4.12.3. Комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине смањује експресију маркера 

инфламације у ткиву примарног тумора  

Инфламација игра битну улогу како у инцијацији, тако и у прогресији колоректалног 

кацринома. Описана су три типа инфламације која утиче на развој колоректалног 

карцинома, хронична инфламација која претходи канцерогенези, инфламација коју 

покрећу саме туморске ћелије и инфламација коју изазива терапија (129). Сва три типа 

запаљења за последицу имају стварање микросредине која промовише раст тумора. 

Инфламација коју покрећу туморске ћелије је протуморска, односно подстиче раст 

тумора и формирање удаљених метастаза (38). Пошто је испитивани комплекс бакра 

конјугован са дериватом тиосалицилне киселине, испитан је и потенцијални ефекат 

комплекса на смањење инфламације у ткиву тумора. Real time RT PCR методом је 

испитан утицај С3 на ескпресију инфламацијских молекула TNF-α, про-IL-β, ICAM-1, 

VCAM-1 у ткиву примарног тумора. Као што се види на Фигури 23, С3 статистички 

значајно смањује експресију (ниво иРНК) инфламацијских молекула TNF-α, про-IL-β, 

ICAM-1, VCAM-1 у ткиву тумора, за разлику од цисплатине која значајно смањује 

експресију про-IL-β и ICAM-1. 
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Фигура 23. С3 значајно смањује експресију инфламацијских молекула у ткиву 

примарног тумора. Релативна експресија про-IL-1β, TNF-α, ICAM-1 и VCAM-1 у 

ткиву примарног тумора, нормализована у односу на експресију GAPDH анализирана 

real-time qRT-PCR методом приказана је као средња вредност ± SD (5 узорака по 

групи). Статистичка значајност је одређена Mann-Whitney тестом. 
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5. ДИСКУСИЈА 
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Инциденца колоректалног карцинома и морталитет узрокован овим тумором имају све 

већу стопу на глобалном нивоу. Стандардно лечење колоректалног карцинома 

укључује хируршки третман, хемотерапију и радиотерапију који се често комбинују. 

Хемотерапија је, због неспецифичне цитотоксичности и значајног оштећења нормалних 

ћелија које се деле, поред развоја резистенције праћена и бројним нежељеним 

ефектима. Због тога постоји стална потреба за развојем нових ефикаснијих и 

алтернативних терапеутика за лечење оболелих од колоректалног карцинома. 

Комплекси платине се стандардно користе системски у терапији различитих тумора од 

шездесетих година двадесетог века (130), а оксалиплатина се у комбинацији са 5-

флуороурацилом користи као стандардни хемотерапеутик за лечење узнапредовалог 

колоректалног карцинома (131). Бројни озбиљни нежељени ефекти терапије лековима 

који садрже платину условили су дизајнирање нових терапеутика који садрже друге 

прелазне метале. Бакар је метал који се у већој концентрацији налази у туморским него 

у нормалним, здравим, ћелијама због активних система транспорта, па постоји 

могућност да комплекси бакра са одговарајућим лигандом имају селективнију 

цитотоксичност, што је утицало на развој различитих серија комплекса бакра у циљу 

проналажења потенцијалног селективнијег хемотерапеутика. Неколико комплекса 

бакра је тренутно у фази клиничких студија у којима се испитује њихов антитуморски 

ефекат, али и могућност примене у дијагностици хипоксичних подручја различитих 

тумора (132).  

У овој студији је по први пут показано да бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил 

дериватом тиосалицилне киселине зауставља туморске ћелије карцинома у G2/M фази 

остварује цитотоксички ефекат у ћелијама мишјег карцинома колона и значајно 

смањује екпресију инфламацијских цитокина у ткиву примарног СТ26 карцинома 

колона миша што резултује значајним смањењем раста и метастазирања примарног 

тумора. 

Резултати ове студије показују да бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил 

дериватима тиосалицилне киселине значајно смањују вијабилност мишјиих ћелија 

карцинома колона СТ26, умерено слабо смањују вијабилност хуманих ћелија 

колоректалног карцинома HCT116 и SW480 (Фигура 12), а остварују слаб 

цитотоксички ефекат на ћелије хуманог и мишјег карцинома плућа (Фигура 11, Табела 

10). Међу испитиваним комплексима најјачи цитотоксички ефекат остварио је 

бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине на 

свим испитиваним туморским ћелијским линијама (Табела 10). Поред тога овај 

комплекс је показао и најбољи индекс селективности (Табела 11), који је на СТ26 

ћелијама био већи од индекса селективности цисплатине.  

Раније су синтетисани и окарактерисани комплекси бакра(II) са алкил дериватима 

тиосалицилне киселине (133) и анализирана је њихова антитуморска активност (93). 

Показано је да ови комплекси бакра остварују слаб цитотоксички ефекат на ћелијама 

мишјег карцинома колона, CT26 и CT26.CL25, и ћелијама хуманог колоректалног 

карцинома HCT116 (93). Комплекси паладијума са истим лигандима испољавају бољи 

антитуморски ефекат на ћелијама хуманог колоректалног карцинома, HCT116 и CaCo-

2, и хуманог аденокарцинома плућа, A549, у поређењу са истим комплексима бакра 

(133) (134). Комплекси Zn(II) са истим лигандима показују релативно умерену 

цитoтoксичност на ћелијама мишјег, 4Т1, и хуманог, MDA-MB-468, карцинома дојке 

(135). Комплекси платине(IV) са истим лигандима показали су заначајну 

цитотoксичност на ћелијама мишје леукемије, BCL1, а умерен до слаб ефекат на 

ћелијама хумане B-пролимфоцитне леукемије JVM-13 (136). Бинуклеарни комплекс 3 

испитиван у овој студији показао је бољи цитотоксички ефекат на ћелијама мишјег 
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карцинома колона у поређењу са сличним мононуклеарним комплексима (93). Taкође у 

овој студији је показан бољи цитотоксички ефекaт комплекса С3 на мишјим ћелијским 

линијама, нарочито на линији мишјег карцинома колона СТ26 него на хуманим 

ћелијским линијама колоректалног карцинома SW480 и HCT116, и карцинома плућа, 

А549, за разлику од студије у којој је показано да комплекс Cu(II) са госерелин 

ацетатом (аналогом хормона који стимулише ослобађање гонадотропина) испољава 

бољи цитотоксички ефекат на ћелијама хуманог аденокарцинома плућа А549 него на 

ћелијској линији мишјег карцинома колона СТ26 (137). Различит ефекат бинуклеарних 

комплекса бакра са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине на различите 

туморске ћелије (бољи ефекат на ћелије колоректалног карцинома у поређењу са 

утицајем на ћелије карцинома плућа) је у складу са резултатима скорије студије у којој 

је показано да комплекси Cu(II) са дериватима Шифових база испољавају различит 

ефекат на ћелијама колоректаног карцинома DLD-1 и ћелијама хуманог карцинома 

дојке MDA-MB-231 (138). Цитотоксичност in vitro комплекса бакра испитиваних у овој 

студији је слабија у поређењу са на исти начин испитиваном цитотоксичношћу 

комплекса Cu(II) са пиролизинима (139). Слично резултатима ове студије, показан је 

умерен цитотоксички ефекат комплекса Cu(II) са тридентатним Шифовим базама са 

различитим халогенима на ћелијама хуманог колоректалног карцинома HCT116, док су 

исти комплекси испољили веома изражен ефекат на ћелијама хуманог карцинома 

оваријума (140). Описани су веома добри цитотоксички ефекти комплекса Cu(II) са 

дериватима салицилне киселине на ћелијама хуманог колоректалног карцинома НТ29 

(141). 

Jедињења која испољавају антитуморску активност, ту активност осварују веома често 

инетракцијом са различитим молекулима као што су ДНК, протеини, али и делови 

ћелијске мембране (142). Бинуклеарни комплекси бакра испитивани у овој студији 

остварују релативно слабе интеракције са хуманим серумским албумином и молекулом 

ДНК, а најјаче интеракције са ова два молекула остварује комплекс С2 (Табеле 7, 8 и 9). 

Како најбољу цитотоксичност in vitro остварује комплекс С3, највероватније је да 

интеракција са ДНК слабо доприноси антитуморској активности бинуклеарних 

комплекса бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине. 

Апоптоза је процес програмиране ћелијске смрти оштећених, некорисних или 

остарелих ћелија који је веома често мета деловања приликом дизајнирања и 

испитивања нових потенцијалних антитуморских лекова (143). Антитуморски агенси 

покрећу спољашњи или унутрашњи пут апоптозе, а крајњи резултат је активација 

каспаза и ћелијска смрт (144). Кључни догађај у процесу апоптозе која је покренута 

унутрашњим путем је ослобађање цитохрома c из митохондрија које регулишу 

протеини из bcl-2 фамилије (145). Осалобађање цитохрома с контролише релативни 

однос антиапоптотских bcl-2, bcl-XL и bcl-w и проантоптоских протеина bax и bak 

(146). Спољашњи пут апоптозе активира везивање лиганада за рецепторе смрти из 

фамилије TNF (енгл. Tumour Necrosis Factor) рецептора (147), формира се сигнални 

комплекс који активира каспазу 8 која последично активира ефекторску каспазу 3 што 

резултује апоптотском смрћу. 

Kомплекси бакра(II) са S-алкил дериватима тиосалицилне киселине остварују умерен 

апоптотски ефекат на ћелије мишјег и хуманог колоректалног карцинома (93). У складу 

са тим налазом је и релативно слаб апоптотски ефекат бинуклеарних комплекса 

бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине на СТ26 ћелијама (Фигура 

15). Од испитиваних комплекса С1 је испољио најјачи апоптотски ефекат на СТ26 

ћелијама са просечно 10% СТ26 ћелија у раној и око 6% у касној апоптотози, 24 сата 

након третмана комплексом концентрације 50 µM. Најслабији ефекат испољио је С3 са 
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просечно 5% СТ26 ћелија у касној и 3% у раној апоптози. Исти комплекси су показали 

различите апоптотске ефекте на ћелијама хуманог колоректалног карцинома НСТ116. 

Најизражени апоптотски ефекат на НСТ116 ћелијама испољио је С3 са просечно 10% 

НСТ116 ћелија у раној и 5% у касној апоптози (Фигура 14) након третирања 

спроведеног на исти начин као што су третиране и СТ26 ћелије. Слабије и веома сличне 

ефекте испољили су комплекси С1 и С2 (Фигура 14). Међутим, ови комплекси су 

испољили веома изражен, израженији него цисплатина, апоптотски ефекат на ћелијама 

мишјег Lewis карцинома плућа LLC1. Више од 50% LLC1 ћелија третираних 

испитиваним комплексима бакра (С1-С3) је у касној фази апоптозе и 5-10% у раној 

фази апоптозе (Фигура 13). Највећи проценат апоптотских LLC1 ћелија детектован је 

након третмана комплексом С3, али нема значајне разлике у процентима апоптотских 

ћелија третираних испитиваним комплексима бакра. Ови налази се разликују од 

резултата испитивања цитотоксичности МТТ тестом којим је показан бољи 

цитотоксички ефекат комлекса бакра на СТ26 у поређењу са ефектом на LLC1 линији, а 

који је доста израженији у поређењу са цитотоксичним ефектом на хуманим линијама 

(НСТ116 и А549). Ови налази указују да је цитотоксичност испитиваних комплекса 

бакра на СТ26 ћелијама in vitro мало вероватно последица апоптотске смрти. Добра 

апоптотска активност различитих комплекса Cu(II) на ћелијским линијама хуманог 

колоректалног карцинома је раније описана (148-151). Слично резултатима ове студије, 

Cu(I) тиоцијанатни комплекси са фосфинским дериватима спарфлоксацина испољавају 

благ до умерен апоптоски ефекат на СТ26 ћелијској линији (152). 

Хромозомска нестабилност која је у основи 60-80% колоректалних карцинома веома 

често погађа гене чији продукти учествују у контроли апоптозе. Мутација АРС гена 

која је један од најранијих доагађаја у процесу канцерогенезе колоректалног карцинома 

праћена је променом баланаса про- и анти- апоптотских протеина у ћелији чинећи је 

резистентном на апоптотске стимулусе као што су хемотерапеутици (153). p53 ген је 

мутриран у око 70% колоректалних карцинома (154). Протеин р53 учествује у 

регулацији ћелијског циклуса, механизмима поправке ДНК и апоптозе, а шта ће од 

наведених процеса бити резултат активације р53 зависи од типа ћелије и 

микроокружења (155). Мутација р53 у ћелијама хуманог колоректалног карцинома 

HCT116, је таква да чини ове ћелије осетљивијим на радиотеапију и адријамицин, а 

мање осетљивим на 5-флуороурацил (156). Могуће је да су мутације у СТ26 ћелијама 

такве, да ове ћелије чине релативно неосетљивим на апоптозу изазвану бинуклеарним 

комплексима бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине, што не 

искључује друге механизме антитуморске активности.  

Tретман комплексом С2 је значајно смањио проценат LLC1 ћелија које експримирају 

Ki-67 (Фигура 16), док је проценат НСТ116 ћелија које екпсримирају Ki-67 значајно 

смањен након третамана комплексом С1 (Фигура 17). Испитивани комплекси нису 

смањили проценат Ki-67 позитивних СТ26 ћелија (Фигура 17). Испитивани 

бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине 

испољили слаб утицај на експресију Ki-67 молекула који се сматра маркером 

пролиферације ћелија (157), што указује на њихов слаб антипролиферативни 

потенцијал.  

Када степен оштећења ДНК премаши потенцијал механизама поправке ДНК, ћелија би 

могла да обезбеди додатно време задржавањем у G1/S или G2/M контролној тачки 

ћелијског циклуса ради поправке оштећења ДНК (158). Ако поправка не буде успешна, 

у ћелији се може активирати програмирана ћелијска смрт или зауставити пролазно 

(мировање) или трајно (старење) ћелијска деоба, или ћелија буде приморана да уђе у 

митозу, што резултује митотском катастрофом и за последицу има инхибицију 
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клоногене активности туморских ћелија (159). Ћелије које се налазе у процесу митотске 

катастрофе су у G2/M фази ћелијског циклуса (160). Митотска катастрофа је 

поремећена митоза која за резултат има ћелијску смрт која се по механизму разликује 

од апоптотске или некротске смрти (161). С3 комплекс који је испољио најјачу 

цитотоксичку активност на свим испитиваним туморским ћелијским линијама (Табела 

10) изазвао је и акумулацију СТ26 и НСТ116 ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса 

(Фигура 18). Дакле, иако С3 не индукује значајну апоптозу СТ26 ћелија, највећи 

потенцијал за смањење вијабилности СТ26 процењен МТТ тестом могао би да се 

објасни заустављањем СТ26 ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса под дејством С3 и 

смањењем вијабилности СТ26 другим механизмима (као што је митотска катастрофа) 

(162). Сличан ефекат индукције митотске катастрофе и последичне смрти ћелија 

хуманог неситноћелијског карцинома плућа, H-460, описан је за троструки комплекс 

Cu(II) са L-тирозином и дииминима (163). 

Познато је да инфламација утиче на процес канцерогенезе, да може да претходи развоју 

тумора, али и да инфламација изазвана самим развојем тумора или применом 

хемотерапеутика може да допринесе даљој прогресији тумора. Бројне студије су 

показале да аспирин (ацетилсалицилна киселина) смањује стопу рецидива 

колоректалног аденома, узнапредовалог аденома, број понављајућих аденома и одлаже 

време до рецидива аденома (164-167) и да смањује ризик од развоја колоректалног 

карцинома (168, 169). Аспирин остварује директни ефакат на епителне ћелије колона, 

као и туморске ћелије, али делује и на имунске ћелије присутне у туморском ткиву, 

модулише инфламацију и тако утиче на развој и прогресију колоректалног карцинома. 

Неутрофили и фибробласти присутни у туморском ткиву продукују проинфламацијске 

цитокине и хемокине, TNF-α, IL-1β, IL-6 и CXCL1, који стимулишу активност 

циклооксигеназе-2 (COX-2 од енг. Сyclooxygenase-2) и тако продукцију простагландина 

Е2 (PGE2 од енг. Prostaglandin E2) у околним неутрофилима и фибробластима 

(170). PGE2 онда делује повратно на исте ћелије, фибробласте и неутрофиле, формира 

позитивну повратну спрегу која појачава инфламацију (171) појачава продукцију IL-23 

а смањује продукцију IL-12 што подстиче експанзију Th17 ћелија у туморском ткиву 

(172-174) које су иначе повезане са прогресијом колоректалног карцинома. Аспирин 

делује као инхибитор циклооксигеназе-2, смањује продукцију PGE2 и тако смањује 

инфламацију и последично смањује ризик од развоја и прогресије колоректалног 

карцинома (175). Тиосалицлина киселина, као и аспирин, припада групи нестероидних 

антиинфламацијских лекова, па је могуће да комплекси метала са дериватима ове 

киселине као што је и бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом 

тиосалицилне киселине остварују појачан антитуморски ефекат in vivo у карциному 

колона делујући директно на туморске ћелије, али и посредно инхибицијом 

инфламације. C3 је значајно смањио раст примарног хетеротопског СТ26 карцинома 

миша и у односу на нетретиране мишеве (Фигура 19). Још значајнији резултат је 

значајно мања тежина екстирпираног примарног тумора у групи мишева третитраних 

комплексом С3 у поређењу са групом мишева третираних цисплатином (Фигура 19). 

Терапија мишева комплексом С3 праћена је и мањом инциденцом метастаза (Табела 12) 

у плућима и јетри и мањом величином метастатских промена (Слике 2 и 3). Овај 

резултат је у складу са налазом најјаче цитотоксичке активности С3 на СТ26 ћелијама 

(Табела 10), са IC50 вредношћу која је мања од IC50 вредности добијене тестирањем 

ефекта цисплатине на истим ћелијама и у истим условима. У ткиву примарног тумора 

мишева третираних комплексом С3 детектована је и значајно већа ескпресија иРНК 

молекула који су кључни за процес апоптозе, Bax и каспаза-3 (Фигура 20), а значајно 

мања експресија проинфламацијских молекула TNF-α, про-IL-β, ICAM-1 и VCAM-1 

(Фигура 23) у поређењу са ткивом нетретираних мишева. 
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Блокирање IL-1β у мишјем моделу колоитиса и удруженог карцинома колона значајно 

смањује величину и инвазивност тумора (176, 177) што указује на значајну улогу овог 

цитокина у настанку и прогресији колоректалног карцинома. TNF-α подстиче 

миграцију туморских ћелија и инвазивност колоректалног карцинома (178) а учествује 

и у колоректалној канцерогенези удруженој са улцерозним колитисом (179). VCAM-1 

је молекул који је експримиран у колоректалном карциному, удружено са присутним 

CD3+ лимфоцитима (180) и који учествује у инфилтрацији тумора имунским ћелијама. 

ICAM-1 је молекул чију експресују контролишу цитокини TNF-α и IL-β и који игра 

важну улогу у колоректалној патогенези, учествује у међусобној интеракцијама између 

туморских ћелија као и са екстраћелијским матриксом, у спровођењу сигнала и бројним 

имунским процесима (181). Ћелије колоректалног карцинома, за разлику од нормалних 

ћелија цревног епитела, експримирају ICAM-1 који интеракцијом са лигнадима 

подстиче метастазирање тумора (182, 183). Експресија ICAM-1 одређује малигни 

потенцијал колоректалног карцинома, у корелацији је са лошијом прогнозом (184, 185), 

мада има и студија које указују да мембранска експресија овог молекула утиче на бољу 

прогнозу колоректалног карцинома (186) што се објашњава могућношћу ICAM-1 

експримираног на мембрани туморских ћелија да подстакне убијајање туморских 

ћелија цитотоксичким лимфоцитима уколико су они присутни у туморској 

микросредини. Солубилни ICAM-1 промовише ангиогенезу и раст колоректалног 

карцинома (187). Већа експресија ICAM‐1 молекула у туморском ткиву може да 

резултује и појачаном апоптотозом туморских ћелија (188). 

Бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине 

остварује доста убедљив антитуморски ефката in vivo у моделу карцинома колона 

миша, значајно смањујући раст примарног тумора и инциденцу и величину метастаза у 

плућима и јетри. Како је in vitro антитуморски ефекат овог комплекса умерен, могуће је 

да је смањен раст и метастазирање карцинома колона последица модулације туморске 

микросредине испитиваним комплексом. Имајући у виду значај инфламације за 

настанак али и прогресију колоректалног карцинома, могуће је да С3 утицајем на 

експресију инфламацијских молекула TNF-α, про-IL-β, ICAM-1 и VCAM-1 у ткиву 

примарног тумора смањује раст и прогресију тумора, али и да подстиче апоптозу 

туморских ћелија in vivo.  
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6. ЗАКЉУЧЦИ 
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У оквиру ове докторске дисертације синтетисани су нови S-изоалкил деривати 

тиосалицилне киселине и одговарајући комплекси бакра(II). Добијени комплекси 

припадају категорији бинуклеарних комплекса што је одговарало и структури раније 

описаних комплекса бакра(II) са структурно сличним S-алкил дериватима 

тиосалицилне киселине. Вредности моларних проводљивости за бинуклеарне 

комплексе потврђују да су комплекси електронеутрални.  

Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине, а 

нарочито комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине, 

заустављају туморске ћелије G2/M фази ћелијског циклуса и значајно редукују 

вијабилност ћелија мишјег кацринома плућа LLC1 и мишјег карцинома колона СТ26. 

Комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине значајно смањује 

екпресију инфламацијских молекула у ткиву примарног хетеротопског карцинома 

колона миша, што резултује значајним смањењем раста и метастазирања тумора. 

 

Закључак проистиче из следећих експерименталних налаза: 

1. Састав добијених једињења потврђен је на основу резултата елементалне 

микроанализе при чему је закључено да су израчунате вредности процентуалне 

заступљености сумпора, водоника и угљеника у сагласности са експериментално 

добијеним вредностима. 

2. На основу инфрацрвене и нуклеарно-магнетно-резонанционе спектроскопије 

потврдили смо структуру синтетисаних S-изоалкил деривата тиосалицилне 

киселине.  

3. На основу инфрацрвене спектроскопије претпостављена је структура комплекса 

бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне киселине и потврђено је 

координовање добијених лиганада за бакар(II)-јон.  

4. На основу резултата рендгенске структурне анализе потврђена је 

претпостављена структура комплекса бакра(II) са S-изопропил дериватом 

тиосалицилне киселине. 

5. Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине редукују вијабилност ћелија мишјег карцинома колона и Lewis мишјег 

карцинома плућа in vitro. 

6. Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине остварују слаб антипролиферативни ефекат на туморске ћелије in vitro. 

7. Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине, а нарочито комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне 

киселине, остварују значајан проапоптотски ефекат на LLC1 ћелије. 

8. Бинуклеарни комплекси бакра(II) са S-изоалкил дериватима тиосалицилне 

киселине, а нарочито комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне 

киселине, утичу на заустављање ћелијског циклуса туморских ћелија у G2/M 

фази. 

9. Бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине 

значајно смањује раст примарног хетеротопског карцинома колона миша, као и 

инциденцу метастазирања, величину и број метастаза у плућима и јетри. 

10. Бинуклеарни комплекс бакра(II) са S-изоамил дериватом тиосалицилне киселине 

значајно смањује експресију маркера инфламације про-IL-1β, TNF-α, ICAM-1 и 

VCAM-1 у ткиву примарног тумора. 
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