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САЖЕТАК  

 

Увод: Лечење тумора је удружено са проблемом ограничене ефикасности тренутних 

терапијских протокола. Велики број истраживања усмерен је на синтезу једињења са 

антитуморским дејством, a значајан број њих потиче од хемијских деривата природних 

супстанци или њихових модификованих аналога.  

Циљ: Главни циљ овог истраживања је in vitro испитивање антитуморског дејства 

новосинтетисаних енона и њихових соли. 

Метод: Истраживањем је испитан антитуморски ефекат осам новосинтетисаних 

супстанци - четири енона и њихових соли на хуманим ћелијским линијама карцинома 

дебелог црева и грлића материце, као и на здравим ћелијама. Такође је испитан ефекат 

ових супстанци на контролну групу здравих ћелија. Методологија истраживања 

обухватила је испитивање цитотоксичног ефекта коришћењем МТТ теста, проточну 

цитометрију за анализу ћелијског циклуса и апоптозе, као и имунофлуоресцентне 

технике испитивања молекуларних механизама који индукују ћелијску смрт. 

Резултати: Новосинтетисани енони и њихове соли испољавају јачи цитотоксични 

ефекат на ћелијама карцинома дебелог црева и карцинома грлића материце in vitro у 

поређењу са референтном супстанцом - цисплатином. Ови резултати такође дају важне 

информације о селективности ових лекова према малигним ћелијама у односу на здраве 

ћелије, што је од суштинског значаја за развој ефикаснијих и безбеднијих терапеутика. 

Механизми који стоје у основи цитотоксичног дејства новосинтетисаних енона и 

њихових соли укључују индукцију апоптозе и њихов утицај на заустављање ћелијског 

циклуса.  

Закључак: Новосинтетисани енони и њихове соли показују значајан цитотоксични 

ефекат на малигне ћелије in vitro и незнатан цитотоксични ефекат према здравим 

ћелијама што указује на њихов потенцијал за in vivo истраживања. 

 

Кључне речи: енони, соли енона, карцином, цитотоксичност, апоптоза, ћелијски циклус. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Tumor treatment is associated with with limited efficacy of current therapeutic 

protocols. A large number of studies is focused on the synthesis of antitumor compounds 

originating from natural substances or their modified analogues. 

Objective: The main objective of this research is to investigate the in vitro antitumor activity 

of newly synthesized enones and their salts. 

Method: The research examined the antitumor effect of eight newly synthesized substances - 

four enones and their salts - on human colon and cervical cancer and healthy cell lines. The 

effect of these substances on a control group of healthy cells was also examined. The research 

methodology included determination of cytotoxic effect of investigated substances using the 

MTT assay, flow cytometry for cell cycle and apoptosis analysis, as well as 

immunofluorescence techniques for testing molecular mechanisms that. 

Results: Newly synthesized enones and their salts exhibit a stronger cytotoxic effect on colon 

and cervical cancer cells in vitro compared to referent substance - cisplatin. These results also 

provide important information about the selectivity of these drugs towards malignant cells over 

healthy cells, which is essential for the development of more effective and safer therapeutics. 

The mechanisms underlying the cytotoxic effects of the newly synthesized enones and their 

salts include the induction of apoptosis and cell cycle arrest. 

Conclusion: The newly synthesized enones and their salts show a significant cytotoxic effect 

on malignant cells in vitro and a slight cytotoxic effect on healthy cells, indicating their potential 

for in vivo research. 

 

Keywords: enones, enone salts, cancer, cytotoxicity, apoptosis, cell cycle. 
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1. УВОД 

 

Лечење тумора често није задовољавајуће с обзиром да актуелни терапијски 

протоколи некада не обезбеђују задовољавајућу ефикасност. За то постоји више разлога 

- хетерогеност ћелија тумора представља значајан проблем, јер различите ћелије унутар 

истог тумора показују варијације у осетљивости на лекове што доводи до парцијалног 

одговора на терапију и такође повећава ризик од рецидива (1). Још један од разлога 

незадовољавајуће ефикасности терапије је развој резистенције на лекове која је честа и 

компромитује дугорочну ефикасност терапије. Мутације или активација алтернативних 

сигналних путева су механизми путем којих тумори постају резистентни на дејство 

примењених лекова (2). Осим тога, незадовољавајућа специфичност неке терапије може 

као резултат имати значајно оштећење здравих ткива и довести до озбиљних нежељених 

ефеката, смањујући квалитет живота пацијената и ограничавајући дозу лека коју је 

могуће применити. Микроокружење тумора, које чине имунолошке ћелије, крвни судови 

и фибробласти, може имати улогу у одржавању и прогресији тумора и представљати 

додатне препреке за ефикасну терапију (3,4). Проблем су такође и економски аспекти због 

високе цене нових лекова и ограничења у приступу иновативним терапијама посебно у 

мање развијеним земљама. Важна тема у онкологији су и етичка питања у вези са 

клиничким испитивањима и приступ експерименталним терапијама.  

Један од најзначајних фокуса савремене науке односи се на синтезу једињења која 

могу деловати као антитуморски (5–8) и антиинфламаторни агенси (9–11). Велики број 

ових потенцијалних терапеутских једињења су хемијски деривати природних супстанци 

или њихових модификованих аналога, што указује на важност природе као извора 

биолошки активних једињења (12–15). Истраживања показују да се интензитет 

антитуморских, антиинфламаторних и антимикотичних ефеката природних једињења 

може потенцирати увођењем одређених функционалних група у њихову структуру (16). 

Ова модификација често резултира значајним побољшањем биолошке активности, што 

омогућава добијање ефикаснијих лекова. Истраживање таквих једињења осим што 

помаже у развоју нових лекова доприноси и бољем познавању механизма деловања 

различитих биолошки активних супстанци. То је разлог да су синтеза и модификација 

природних једињења изузетно битан корак у проналажењу нових лекова са побољшаним 

терапеутским својствима. 

 

1.1. Tумори 
 

Tумор, у ширем смислу, представља сваки оток или израслину, а назив води порекло 

од латинске речи "tumor", што значи отеклина. Тумор је, у ствари, било какво локално 

увећање волумена ткива, невезано за механизам који је довео до таквог увећања. Само 

увећање може бити последица различитих процеса – инфекције, упале или акумулације 

течности. Међутим, у ужем смислу, под термином тумор подразумева се неоплазма. 

Назив неоплазма потиче од грчких речи "νεο-" (neo-), која значи "ново", и "πλάσμα" 

(plasma), која значи "формирање" или "креација" (17). Неоплазма је специфичан процес 

где долази до абнормалне акумулације ткива, као последица неконтролисаног и 

нерегулисаног раста ћелија. То значи да настанак тумора претпоставља неопластични 

раст једне врсте ткива, што указује на патолошки процес. Тумор није само аномалија у 

расту ткива, већ и раст који измиче нормалним регулационим механизмима и нема 
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никакву корисну сврху у организму. Туморогенеза је аутономан процес јер тумор расте 

независно од потреба и сигнала којима је регулисан нормалан раст и функција здравих 

ткива. 

Основне карактеристике тумора које одређују њихово понашање као и утицај на 

организам су (15): 

1. Туморске ћелије су независне од нормалних физиолошких система организма, 

који су иначе задужени за контролу раста и функције ћелија. То значи да туморске 

ћелије расту и деле се без обзира на сигнале који регулишу те процесе у здравим 

ћелијама, чинећи их неконтролисаним и самосталним. 

2. Туморске ћелије имају особине паразита - стварају однос у коме живе на рачун 

организма у коме настају. Оне користе ресурсе домаћина, кисеоник и хранљиве 

материје, чиме га исцрпљују доводећи до слабљења организма. Туморске ћелије 

не само да користе организам у коме су формиране, већ и стварају токсичне 

продукте који оштећују здраве ћелије. 

3. Туморске ћелије немају никакву корисну улогу у организму. Шта више, оне су 

штетне и могу узроковати озбиљне последице по организам у коме су настале.  

4. Док нормалне ћелије међусобно сарађују у формирању ткива и органа са 

специфичним функцијама, туморске ћелије не формирају нове, функционалне 

органе или ткива. Њихов раст је хаотичан, што доводи до дезорганизације 

структуре ткива у коме су присутне. Све то ремети нормалне функције захваћеног 

органа или ткива чиме настају озбиљне здравствене компликације. 

Због ових одлика туморских ћелија веома је значајно лечити туморе, што је повезано 

са бројним проблемима баш због карактеристика туморских ћелија. 

 

1.1.1. Подела тумора 
 

Класификација тумора је важна због познавања њихове биологије, прогнозе и 

одговора на терапију. Тумори се могу класификовати према различитим критеријумима 

– на основу хистопатолошких, молекуларних и клиничких карактеристика. Основна 

подела тумора је на бенигне и малигне, где су бенигни тумори они који имају ограничен 

раст и не метастазирају, док малигни тумори имају потенцијал инвазије и метастазирања 

(18). 

Хистопатолошка класификација се заснива на типу ћелија и ткива из којих тумори 

потичу. На пример, карциноми воде порекло из епителних ћелија, саркоми из 

мезенхималних ткива, а леукемије и лимфоми настају из хематопоетских ћелија. Ова 

класификација је од помоћи у предикцији биолошког понашања тумора и избора терапије 

(15). 

Молекуларна класификација тумора се заснива на генетским и епигенетским 

изменама које карактеришу различите типове тумора. То омогућава прецизнију 

идентификацију терапеутских циљева и развој персонализоване терапије. Тако на 

пример, тумори дојке се деле на подтипове као што су HER2-позитивни, хормонски 

рецептор-позитивни и троструко негативни, од којих сваки има специфичне терапијске 

импликације (1). 

Клиничка класификација тумора подразумева стадирање и одређивање степена 

диференцијације. Стадирање тумора се обично врши према TNM систему, који је 

заснован на процени величине примарног тумора (T), присуству регионалних лимфних 

чворова (N) и присуству удаљених метастаза (M). Степен диференцијације говори о томе 

колико ћелије тумора личе на нормалне ћелије ткива од ког потичу, и то представља важан 

прогностички фактор (19). 
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На основу врсте ткива у којима су се канцерогене промене догодиле, може се говорити о 

карциномима, лимфомима, леукемијама, саркомимa и мешовитим врстама канцера. 

 

Карциноми су тип малигних тумора који се формирају из епителних ћелија које 

облажу како унутрашње тако и спољашње површине тела и органа. Ове ћелије образују 

епително ткиво, које обавља разне функције као што су заштита, секреција и апсорпција. 

За настанак карцинома није одговоран један етиолошки фактор него се ради о болести 

чијем настанку доприносе различити чиниоци. Неки од познатих фактора који се доводе 

у везу са настанком карцинома су исхрана и начин живота, зрачење, изложеност 

вирусима и хормонски фактори (19–21). Карциноми су најчешћи тип малигних болести 

код људи и имају бројне подтипове, у зависности од органа или ткива у којима се 

развијају. Постоје две основне врсте карцинома - аденокарциноми и сквамозни 

карциноми.  

Аденокарциноми воде порекло од жлезданих епителних ћелија и често се јављају 

у органима као што су дојка, простата, дебело црево и плућа. С друге стране, сквамозни 

карциноми се формирају из сквамозних епителних ћелија које облажу површине као што 

су плућа, једњак и кожа. Трећа врста карцинома су карциноми прелазних ћелија - врсте 

епителних ћелија које облажу делове бубрега, уретре и мокраћне бешике.  

Механизми карциногенезе укључују генетске мутације које резултирају 

неконтролисаним растом и пролиферацијом ћелија. Ове мутације се могу десити због 

изложености различитим канцерогенима – хемикалијама, зрачењу и вирусима, али 

такође могу бити и наследне. Генетске промене које су одговорне за развој карцинома 

често обухватају онкогене и тумор супресорске гене, којима су регулисани ћелијски 

циклус, апоптоза и поправка ДНК (20).  

Карциноми имају особину да расту инвазивно и шире се на друга ткива и органе 

путем крвотока или лимфотока. Овај процес метастазирања представља главни узрок 

смртности код тих пацијената и главни разлог који компликује лечење и смањују шансе 

за излечење. 

У лечењу карцинома примењује се хируршко уклањање тумора, хемотерапија, 

зрачна терапија и циљана терапија. Сазнања у истраживању молекуларних механизама 

карциногенезе резултирала су развојем персонализоване терапије, која циља специфичне 

мутације и биолошке путеве у ћелијама тумора (22–24).  

Лимфоми су хематолошки малигнитети који захватају лимфоците, главне ћелије 

имунског система (25). Ова врста малигних болести почиње у лимфном систему, кога 

чине лимфни чворови, слезина, тимус и костна срж. Лимфоми се деле на две главне 

категорије - Хочкинов лимфом и не-Хочкинов лимфом, на основу специфичних 

карактеристика ћелија које их чине и на основу њиховог понашања.  

Хочкинов лимфом je први пут описаo Томас Хочкин у 19. веку, a карактеристичан 

је по присуству Рид-Штернбергових ћелија, које су абнормалне, велике лимфоцитне 

ћелије (26,27). Ова врста лимфома је генерално ретка и показује тенденцију ширења на 

организован начин од једног до другог лимфног чвора. Захваљујући напретку у терапији, 

Хочкинов лимфом је један од најбоље излечивих малигнитета, са високом стопом 

преживљавања. 

Не-Хочкинов лимфом (НХЛ) је хетерогена група малигних болести са више од 60 

различитих подтипова. Они могу потицати из било које врсте лимфоцита, укључујући Б 

лимфоците и Т лимфоците, а могу се јавити у било ком делу тела, лимфним чворовима, 

костној сржи и другим органима (28). НХЛ се међусобно разликују у клиничкој 

презентацији, патолошким карактеристикама и одговору на терапију, због чега је 

наглашена потреба за специфичним и персонализованим приступом у дијагностици и 
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лечењу. Етиолошки фактори ове болести су генетски фактори, имунолошки поремећаји 

и изложеност инфекцијама, као што су вируси Епштајн-Бар и ХИВ. 

Лечење лимфома зависи од типа, стадијума и агресивности болести и обухвата 

хемотерапију, радиотерапију, имунотерапију и трансплантацију матичних ћелија (26,28–

30).  

Леукемије су хематолошке малигне болести које карактерише неконтролисана 

пролиферација абнормалних леукоцита у костној сржи и периферној крви. У зависности 

од типа ћелија које су захваћене и брзине прогресије болести, леукемија може бити 

миелоидна или лимфоидна, односно акутна или хронична (31). 

Акутне леукемије одликује брзи раст незрелих крвних ћелија, које су познате као 

бласт ћелије. Ова болест захтева хитно лечење због агресивне природе. Акутна 

миелоидна леукемија (AML) и акутна лимфобластна леукемија (ALL) су два главна типа 

акутних леукемија. AML води порекло од миелоидних прекурсора и може се јавити и 

код одраслих и код деце, док ALL води порекло од лимфоидних прекурсора и најчешће 

се јавља у дечијем узрасту. 

За хроничне леукемије је карактеристичан спорији раст и пролиферација зрелијих 

крвних ћелија. Хронична миелоидна леукемија (CML) и хронична лимфоцитна 

леукемија (CLL) су главне врсте хроничних леукемијa. CML се карактерише 

специфичном генетском аберацијом познатом као Филаделфијски хромозом, који води 

до настанка хибридног гена BCR-ABL и конститутивне тирозин киназне активности. Код 

хроничне лимфоцитне леукемије, с друге стране, карактеристична је акумулација 

зрелијих, али функционално дефицијентних лимфоцита и обично се виђа код старијих 

особа (32,33). 

Етиолошки фактори леукемија су генетски фактори, изложеност неким 

хемикалијама, зрачењу и неким вирусним инфекцијама. Дијагноза леукемије се поставља 

помоћу клиничких, хематолошких и молекуларних метода, укључујући комплетну крвну 

слику, биопсију костне сржи и цитогенетске анализе. Лечење зависи од типа и стадијума 

болести и може подразумевати хемотерапију, радиотерапију, имунотерапију и 

трансплантацију хематопоетских матичних ћелија. Прогноза леукемије зависи од више 

фактора као што су старост пацијента, специфичне генетске промене и одговор на 

терапију. Истраживања у области леукемије откривају нове молекуларне циљеве 

захваљујући чему су уведене нове терапијске могућности као што су примена 

инхибитора тирозин киназе, моноклонална антитела и генска терапија (33–35).  

Саркоми су врста малигних тумора који воде порекло из мезенхималних ткива, 

попут костију, мишића, масног ткива, крвних судова и везивног ткива. Ова група 

малигних болести је ретка у односу на карциноме, али је значајна јер су у питању болести 

агресивне природе и великог потенцијала за инвазиван раст и метастазирање (36).  

Саркоми су подељени на две главне групе - костне саркоме и саркоме меких ткива. 

Костни саркоми се даље деле на, остеосаркоме који се најчешће виђају код деце и младих 

особа и обично се јављају у дугим костима као што су фемур и тибија и Евингов сарком 

који се углавном јавља код младих и карактерише се специфичним генетским 

транслокацијама. Саркоми меких ткива обухватају већу групу тумора који настају у 

мишићима, масном ткиву, нервима, и фиброзним ткивима. Најчешћа врста су 

липосаркоми, који потичу из масног ткива, лејомиосаркоме, који настају из глатких 

мишића и рабдомиосаркоми, који настају из попречно-пругастих мишића и чести су у 

дечијем узрасту (37). 

Познати етиолошки фактори који се везују за настанак саркома су генетски, 

укључујући наследне синдроме, нпр. Ли-Фраумени синдром и наследни ретинобластом. 

Изложеност зрачењу и неким хемикалијама такође може повећати ризик од појаве 
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саркома. Иако је учињен напредак у лечењу у односу на ранији период, саркоми и даље 

представљају велики проблем због своје хетерогености и агресивне природе (38–40). 

Мешовити типови карцинома су хетерогена група малигних болести за које је 

карактеристично да садрже компоненте више од једног типа ћелија или ткива. Ови 

тумори се могу формирати из различитих ћелијских линија унутар истог тумора, али и 

као последица дивергентне диференцијације једне примарне ћелије. Мешовити 

карциноми имају комплексну биологију и варијабилно клиничко испољавање (41). 

Један од најпознатијих представника мешовитих типова тумора јесте мешовити 

малигни Милеров тумор (карциносарком), који се најчешће развија у материци. Овај 

тумор има и карциноматозну (епителну) и саркоматозну (мезенхималну) компоненту, 

што указује да има двоструку природу. Карциносаркоми показују тенденцију агресивног 

понашања и често метастазирају. Тератоми су следећи пример мешовитих тумора који 

се обично појављују у јајницима или тестисима. У њима су присутне ћелије из сва три 

герминативна слоја: ектодерма, мезодерма и ендодерма. Тератоми могу бити како 

бенигни тако и малигни, а њихова сложена хистолошка структура захтева прецизну 

патолошку процену како би била одређена адекватна терапија. Мешовити тумори 

пљувачних жлезда, чији је пример плеоморфни аденом, садрже комбинацију епителних 

и мезенхималних компоненти. Они су обично бенигних карактеристика, али у ретким 

случајевима могу претрпети малигну трансформацију, када је неопходно хируршко 

лечење (42). 

Етиолошки фактори повезани са мешовитим туморима су генетски и молекуларни 

механизми који воде до различитих путева диференцијације и туморогенезе. За лечење 

ове врсте тумора карактеристичан је персонализовани приступ захваљујући 

истраживањима у молекуларној биологији и генетским истраживањима (41–43). 

 

1.2. Карцином колона 
 

Дебело црево се састоји од десног колона (цекум, узлазно дебело црево и десне 

2/3 попречног колона) и левог колона (лева трећина попречног дебелог црева, силазно 

дебело црево и сигмоидни колон). Дебело црево је васкуларизовано највећим делом из 

мезентеричне артерије, вене прате истоимене артерије, а лимфна мрежа се дренира преко 

регионалних лимфних чворова. Дебело црево је инервисано од стране вагуса и 

карличних нерава. Главна функција десне половине дебелог црева је апсорпција воде и 

неких хранљивих материја, а главна улога левог колона представља складиштење и 

излучивање фецеса. Дебело црево има и улогу у лучењу гастроинтестиналних хормона и 

алкалне течности.  

Колоректални карцином је трећа најчешћа дијагноза и трећи по реду узрок смрти 

од малигних болести код оба пола у целом свету (44). У Србији је ова болест на другом 

месту по учесталости малигнитета и код мушкараца (после карцинома плућа) и код жена 

(после карцинома дојке), док је по морталитету на трећем месту код оба пола укупно 

(45). У западним земљама стопе инциденце карцинома дебелог црева су се смањивале 

највише захваљујући широкој примени колоноскопије као скрининга. Учесталост ове 

болести је у порасту међу млађим одраслим особама (43,46). Према месту настанка, 

карцином ректума чини 49,66%, карцином дебелог црева 49,09%, а обе локације заједно 

чине 1,25%. Карцином дебелог црева најчешће је локализован у сигмоидном цреву 

(55,0%), следи узлазно дебело црево (23,3%), попречни колон (8,5%), силазно дебело 

црево (8,1%), цекум (8,0%) и место укрштања дебелог црева. (2,1%) (47). 
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Већина карцинома дебелог црева се јавља спорадично, а око пет процената свих 

случајева се јавља због наследне генетске мутације, углавном због Линчевог синдрома 

(Hereditary Nonpolyposis Colon Cancer - HNPCC) и породичне аденоматозне полипозе 

(Familial Adenomatous Polyposis - FAP). Трансформација нормалног епитела дебелог 

црева у инвазивни карцином обично захтева неколико година и углавном прати секвенцу 

коју одликује акумулација генетских мутација, формирање аденома и следствена 

карциногенеза (секвенца аденом-карцином) (48,49). За неке карциноме карактеристични 

су алтернативни путеви, као што су они који укључују поправку неусклађености ДНК 

(Mismatch Repair - ММR) и BRAF ген (50).  

Скрининг карцинома дебелог црева најчешће се врши прегледом фецеса на 

окултно крварење. Водичи за почетак и праћење скрининга разликују се у различитим 

деловима света (51,52). Постављање дијагнозе карцинома дебелог црева обухвата 

биопсију ткива, обично добијену колоноскопијом. Битно је све новодијагностиковане 

карциноме дебелог црева тестирати на уобичајене генетске мутације, урадити комплетну 

колоноскопију и одређивање карциноембрионалног антигена (СЕА) (53–57).  

 

1.2.1. Етиологија карцинома дебелог црева 
 

Већина карцинома дебелог црева, око 70% се јавља спорадично, док су стања као 

на пример наследне мутације гена (на пример HNPCC и FAP) присутне код око 3-5% 

пацијената. Код око 20-25% случајева региструје се породична историја карцинома 

дебелог црева, али без пронађених наслеђених мутација (58–60). 

Постоји више познатих фактора ризика за развој карцинома дебелог црева:  

 Старост - просечна старост у моменту дијагнозе спорадичног карцинома колона 

је преко 65 година (56) 

 Породична историја – у породицама у којима постоји карцином дебелог црева 

повећана је вероватноћа обољења код осталих чланова (60) 

 Наслеђене мутације гена - HNPCC, FAP и Peutz-Jegher полипоза су 

идентификована генетска стања за која је познато да повећавају ризик од 

карцинома дебелог црева код особа које су њихови носиоци (58) 

 Присуство аденома на скрининг колоноскопији, нарочито вилозних и сесилних 

назубљених полипа повећава ризик од развоја карцинома (61) 

 Историја инфламаторне болести црева – познато је да код улцерозног колитиса у 

првих 10 до 20 година од дијагнозе карцином колона има инциденцу од 0,5% 

годишње, са повећањем на 1% годишње након тог периода. У случају Кронове 

болести ризик од карцинома је повећан ако је захваћен илеоколични регион (62–

64) 

 Животни стил и фактори околине – пушење, конзумација алкохола, гојазност, 

инсулинска резистенција, исхрана богата прерађеним црвеним месом, претходно 

зрачење и имуносупресија повећавају ризик од карцинома дебелог црева (65–69). 

 

Постоји више начина превенције развоја карцинома дебелог црева који су 

идентификовани у опсежним популационим студијама (70,71): 

 Физичка активност 

 Исхрана са високим садржајем влакана, воћем, поврћем, отпорним скробом и 

рибом 
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 Коришћење суплемената – фолна киселина, пиридоксин, калцијум, витамин Д и 

магнезијум 

 Кафа 

 Бели лук 

 Лекови, нарочито нестероидни антиинфламаторни лекови, аспирин, хормонска 

супституциона терапија у менопаузи, бисфосфонати, статини, и инхибитори 

ангиотензина. 

 

1.2.2. Патофизиологија карцинома колона 
 

За преображај нормалног епитела дебелог црева у дисплазију потребне су 

генетске промене које се временом акумулирају, што за последицу има развој карцинома 

(72). Постоје три главна генетска пута развоја карцинома дебелог црева - Mismatch repair 

(ММR), хромозомска нестабилност (Chromosomal Instability, CIN) и CpG Island 

Methylator Phenotype (CIMP) (50,73). Ови путеви не искључују један другог већ се у 

значајној мери преклапају. 

За CIN пут је карактеристична класична секвенца аденом-карцином, код ње су 

присутне појачане мутације, што нарушава равнотежу између онкогена и туморских 

супресора. Најчешће су мутације APC, KRAS и TP53. APC мутације су веома често узрок 

карциногенезе и јављају се код око 60% случајева пацијената са карциномом дебелог 

црева. У нормалним околностима АРС се везује за β-катенин и контролише Bnt-сигнални 

пут. АРС мутације узрокују аберације на овом путу, и тако ремете раст, апоптозу и 

диференцијацију ћелија. KRAS и BRAF мутације се такође виђају у CIN туморима, мада 

нису искључиве за овај пут (74). 

MMR се одликује мутацијама гена MLH1, МSH2, МSH6 или PMS2, што за 

последицу има акумулацију грешака у репликацији ДНК (75). У узорцима ткива 

региструје се нестабилност микросателита, нуспродукт MMR. Ове мутације су 

карактеристичне за HNPCC. Међутим, познато је да већина тумора са високом 

нестабилношћу микросателита (МSI-high) представља спорадичне случајеве. MSI-high 

лезије се често јављају у десној половини дебелог црева, хистолошки су слабо 

диференцирани или муцинозни и релативно су отпорне на терапију 5-FU. Ови 

малигнитети су осетљивији на имунотерапију у односу на микросателит стабилне туморе 

(76).  

CIMP пут је присутан код око 15% карцинома дебелог црева и за њега је 

карактеристична хиперметилација CpG острва. Тумори удружени са CIMP-ом се обично 

јављају у назубљеним полипима, а не класичним аденомима и чести су случајеви 

повезани са KRAS и BRAF мутацијама. Када се посматра са MSI, прогноза је значајно 

повољнија од хиперметилованих тумора без МSI-high нивоа (76). 

 

1.2.3. Лечење колоректалног карцинома 
 

Лечење карцинома дебелог црева најчешће се заснива на хируршкој интервенцији 

коју прате хемотерапија, радиотерапија, имунотерапија, молекуларно циљана терапија 

(77–79). Према постојећим истраживањима петогодишња стопа преживљавања 

пацијената са раним карциномом дебелог црева који су лечени хируршки, већа је од 90% 

(78), због чега је операција основа лечења колоректалног карцинома. Код пацијената са 

туморима који су иницијално иноперабилни као и код неких пацијената са метастатском 
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болешћу, хируршко лечење се разматра након неоадјувантне хемотерапије. Хируршке 

методе могу да се деле на радикалне и палијативне. 

Хемотерапија колоректалног карцинома углавном подразумева неоадјувантну 

хемотерапију, адјувантну хемотерапију након радикалне хируршке интервенције и 

палијативну хемотерапију (80). Неоадјувантна хемотерапија се често комбинује са 

радиотерапијом у циљу смањења клиничког стадијума тумора и превођења тумора у 

операбилно стање. Тиме се побољшава квалитет живота пацијената, а осим тога смањују 

се постоперативни рецидиви. Адјувантном хемотерапијом елиминишу се преостале 

туморске ћелије након радикалне хируршке интервенције. Циљ палијативне 

хемотерапије је побољшање квалитета живота пацијената и продужење времена 

преживљавања код случајева са узнапредовалим колоректалним карциномом. 

Лекови који се најчешће користе као хемотерапија код пацијената са карциномом 

дебелог црева су флуороурацил, оксалиплатин, иринотекан, и ралтитрексед. Ови лекови 

се често комбинују, а најчешће коришћени протоколи комбиноване хемотерапије су (80): 

 FOLFOX - леуковорин, 5-FU, oксиплатина 

  FOLFIRI - леуковорин, 5-FU, иринотекан 

 CAPEOKS - cкапецитабин и оксиплатина 

  FOLFOXIRI - леуковорин, 5-FU, oксиплатина, иринотекан 

 

Клиничка испитивања нових лекова су битна за побољшање исхода лечења. 

 

1.3. Карцином грлића материце 
 

Грлић материце или цервикс представља доњи део материце који повезује 

шупљину материце са вагином. Анатомски посматрано, грлић материце чине 

ендоцервикс и ектоцервикс или егзоцервикс. Ендоцервикс чини унутрашњи део грлића 

који се простире од унутрашњег отвора утеруса (os uteri internum) до спољашњег отвора 

утеруса (os uteri externum). Ектоцервикс је спољашњи део који се наставља у вагиналну 

шупљину. 

Грлић материце је цилиндричног облика и дугачак је око 2.5 до 3cm. Oсновна 

функција је да повеже материцу и вагину чиме омогућава пролаз сперматозоида у 

материцу, као и пролаз фетуса из материце при порођају. 

Епител грлића материце има два слоја. Ендоцервикални канал има једнослојни 

цилиндрични епител који садржи мукозне жлезде чији је секрет цервикална слуз. 

Егзоцервикс има вишеcлојни плочасти епител који је сличан вагиналном епителу, а 

служи за заштиту од механичких утицаја и инфекција (81).  

Прелазна зона између ова два типа епитела је зона трансформације. Она има 

велики клинички значај пошто је подложна метапластичним променама и управо на њој 

најчешће настају преканцерозне и канцерозне лезије. Због тога цитолошки прегледи, као 

што је Папаниколау тест, циљају ову зону због ране детекције абнормалних ћелија које 

могу указивати на ризик од развоја цервикалног карцинома или пак на његово присуство. 

Васкуларизацију грлића материце обзбеђују гране a. uterinae, а венска крв се одводи у 

утерусни венски плексус. Лимфни судови цервикса одводе лимфу у параметријалне, 

обтураторне и хипогастричне лимфне чворове, што је важно за ширење малигних ћелија 

у случају цервикалног карцинома. Грлић материце је углавном инервисан симпатичким 

и парасимпатичким нервним влакнима која су део хипогастричног плексуса и имају 

улогу у регулисању мишићног тонуса и осетљивости на бол (81) .  
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Kaрцином грлића материце је четврти по учесталости карцином код жена, са око 

660 000 нових случајева у 2022. Исте године, било је 350 000 смртних случајева због 

карцинома грлића материце, од којих је 94% случајева забележено у земљама са ниским 

и средњим приходима (82). Највеће стопе инциденце и морталитета од карцинома 

цервикса присутне се у подсахарској Африци, Централној Америци и југоисточној 

Азији. У Србији је карцином грлића материце, исто као и у свету на четвртом месту по 

учесталости код жена (5,3% свих малигнитета), а на петом месту по смртности (4.7% 

морталитета од свих малигних болести) (83). Разлози за постојање регионалних разлика 

у оболевању од карцинома грлића материце су последица разлика у доступности 

вакцина, скринингу и лечењу, затим факторима ризика као што је преваленца ХИВ-а и 

друштвеним и економским одредницама као што је сиромаштво.  

Жене заражене вирусом ХИВ имају шест пута већи ризик да развију карцином 

грлића материце у односу на општу популацију, а процењује се да се око 5% свих 

случајева карцинома грлића материце може приписати ХИВ-у (84). Карцином грлића 

материце се често јавља у млађој животној доби, и као резултат тога, 20% деце која су 

изгубила мајку због карцинома као узрок има управо карцином грлића материце (85).  

 

1.3.1. Етиологија карцинома грлића материце 
 

Инфекција хуманим папилома вирусом (Human papillomavirus – HPV) је главни 

етиолошки фактор за карцином грлића материце. Карцином грлића материце је малигни 

епителијални тумор настао трансформацијом здравог епитела грлића преко 

нискоградусне (low grade) до висикоградусне (high grade) интраепителне лезије 

(80,86,87). Идентификовано је више од 130 типова HPV-а, од којих 20 типова HPV може 

бити узрок карцинома грлића материце. HPV типови 16 и 18 су најчешће нађени HPV у 

инвазивном карциному грлића материце. Познати подаци о преваленци инфекције HPV 

код жена указују да 12% жена у свету има детектабилну HPV инфекцију са разликама у 

између региона света, као и старосној расподели старости (88,89).  

Постојећи подаци указују на то да велики број сексуално активних мушкараца у 

неком тренутку, а најчешће на почетку ступања у сексуалну активност дође у контакт са 

HPV. Велика метаанализа која је обухватила 65 студија и 44 769 мушкараца, показује да 

преваленца инфекције свим типовима HPV износи 31%, при чему преваленца инфекције 

високоризичним типовима износи 21% и највиша је у млађој популацији, између 25 и 29 

година, а морталитет од карцинома грлића материце достиже врхунац код жена између 

40 и 50 година старости (82).  

HPV се преноси непосредним контактом слузокожа током сексуалног односа, 

оралног секса и контакта од руке до гениталија. Фактори ризика за HPV инфекцију и 

карцином грлића материце су рано ступање у сексуалне контакте, већи број сексуалних 

партнера, пушење, херпес симплекс инфекција, HIV и друге гениталне инфекције, а 

такође и употреба оралних контрацептива (90). 

 

1.3.2. Патофизиологија карцинома грлића материце 
 

Највећи број случајева карцинома грлића материце, њих око 75% је узроковано 

инфекцијом високоризичним типовима HPV16 и HPV18. Остали типови HPV такође могу 

изазвати малигну трансформацију, али са мањим ризиком. Неки нискоризични типови 
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HPV, посебно типови HPV6 и HPV11, изазивају акуминатне кондиломе, које се обично 

зову аногениталне брадавице (91–93).  

Онкопротеини Е6 и Е7 који су кодирани од стране ДНК HPV делују тако што 

ометају ћелијски циклус домаћина, на тај начин што Е6 интерферира са супресивним 

туморским протеином p53, док Е7 ремети протеин ретинобластома (pRB). Значајно је и 

то да протеин Е5 има улогу у избегавању имунитета домаћина. Ово су важни фактори 

неоплазије повезани са инфекцијом HPV, укључујући примарни карцином вагине (92). 

Сматра се да оксидативни стрес и микроРНК такође имају улогу у карциногенези у 

случају грлића материце (94,95). 

 

1.3.3. Лечење карцинома грлића материце 
 

Најважнију улогу у паду оболевања од карцинома грлића материце има 

вакцинација против HPV. Међутим, у мање развијеним земљама, где је обухваћеност 

вакцинацијом само 1%, инциденца је joш увек висока (96). На располагању је више врста 

HPV вакцина: 9-валентна HPV вакцина (Gardasil 9), четворовалентна HPV вакцина 

(Gardasil) и бивалентна HPV вакцина (Cervarix). Клиничка испитивања којима је 

oбухваћено више од 15 000 жена и мушкараца за Gardasil 9, више од 30 000 за Cervarix 

и преко 29 000 за Gardasil су показала њихову безбедност (97,98). 

HPV 6 и HPV 11 који су најчешћи узрочници гениталних брадавица и рекурентне 

респираторне папиломатозе, као и HPV 16/18, могу се спречити помоћу четворовалентне 

Gardasil вакцине, коју производи Merck and Co., Inc. Два високоризична типа HPV 16/18, 

могуће је спречити бивалентном вакцином Cevarix, коју производи GlaxoSmithKline 

Biologicals. Деветовалентна Gardasil вакцина штити од следећих девет типова вируса - 

HPV 6/11/16/18/31/33/45/52/58 који заједно чине 90% узрочника карцинома грлића 

материце у свету (99,100). 

Код жена млађих од 25 година преканцерозне лезије се лече конзервативно. 

Већина позитивних налаза код тих пацијенткиња су нискоризична цервикална 

дисплазија која се повлачи спонтано. За третман преканцерозних лезија ограничених по 

величини и дубини користе се ексцизија или криотерапија. Конизација, ласер или 

процедура електрохируршке ексцизије петље (Loop Electrosurgical Excision Procedure 

LEEP) се користе за лечење лезија које су опсежније и захватају и ендоцервикални канал. 

Ако се дијагностикује инвазивни облик карцинома, врши се градирање тумора у циљу 

планирања даљег лечења. Оцењивање је заснивано на величини и дубини захваћеног 

ткива као и знацима ширења на друге органе. У раној фази болести типично лечење је 

хируршка ресекција - од конизације до модификоване радикалне хистеректомије. 

Међутим, пацијенткињама код којих је присутан високоризични хистопатолошки налаз 

може бити неопходна адјувантна хемотерапија и зрачење. За пацијенткиње са 

узнапредовалим обликом болести, истовремена хемотарапија и зрачна терапија су 

стандардни третман (101,102). 

Најчешће примењивани хемотерапијски лекови у лечењу карцинома грлића 

материце су цисплатина, карбоплатина, паклитаксел и топотекан.  

Цисплатина је често први избор пошто има доказану ефикасност у комбинацији 

са радиотерапијом (конкомитантна хеморадиотерапија), што је сада стандардни третман 

за болест која је локално узнапредовала. Цисплатина делује као алкилирајући агенс, 

формира ДНК адукте који ремете репликацију ДНК и на тај начин узрокују ћелијску смрт 

(103).  
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Адјувантна хемотерапија се може применити након хируршке ресекције да би се 

смањио ризик од рецидива, посебно код оболелих са високим ризиком, као што су оне 

које имају увећане лимфне чворове или инвазију параметријума. У овом контексту, 

комбинације лекова као што су карбоплатина и паклитаксел се користе за побољшање 

исхода лечења (103). 

Палијативна хемотерапија се примењује код пацијенткиња са метастазама 

карцинома грлића материце у циљу ублажавања симптома и продужавања 

преживљавања. За то се користе комбинације лекова као што су паклитаксел и топотекан 

које пружају симптоматско олакшање и побољшавају квалитет живота. 

У новије време развијене су циљане терапије и имунотерапија које пружају нове 

могућности лечења за пацијенте са карциномом грлића материце. Агенси који циљају 

PD-1/PD-L1 путеве, као што је пембролизумаб, показали су значајне резултате у 

клиничким испитивањима, посебно код пацијенткиња са рецидивима или метастазама 

(104). 

Хемотерапија карцинома грлића материце је, као и хемотерапија других 

карцинома повезана са доста нежељених ефекта као што су мучнина, повраћање, 

неутропенија и нефротоксичност.  

 

1.4. Ћелијски циклус 

 

Ћелијски циклус представља сложен процес током кога долази до деобе ћелије. 

Ћелијски циклус еукариотских ћелија је сложенији у односу на прокариотске ћелије, због 

комплексности грађе, функционалних карактеристика еукариотске ћелије али и због веће 

количине ДНК молекула који је присутан у еукариотској ћелији. Карактеристике 

ћелијског циклуса прокариотских ћелија не укључују кондензацију ДНК молекула што је 

случај код еукариотских ћелија (105–107).  

Сложени процес ћелијског циклуса може бити подељен на следеће фазе: интерфаза 

(у коју убрајамо G1, S и G2 фазу) и митоза (М фаза - профаза, метафаза, анафаза и 

телофаза). Поред деобе ћелије, током ћелијског циклуса такође долази до поправке 

оштећења ДНК молекула, ткивне хиперплазије, развоја ћелија карцинома, раста и 

пролиферације ћелија (107).  

Фаза која претходи G1 фази, назива се G0 фаза. За ову фазу ћелијског циклуса 

карактеристично је да нема деобе и раста ћелије (ћелије мирују). Неке од ћелија које се 

физиолошки налазе у овој фази ћелијског циклуса су нервне ћелије, еритроцити, 

неутрофили и зрели миоцити. За ове ћелије (нецикличне ћелије) је карактеристично да 

се не деле и може се рећи да се налазе у константној, перманентној G0 фази (108). 

Прелазак ћелије из ове фазе у G1 фазу активиран је везивањем фактора раста за рецепторе 

и трансдукцијом сигнала у унутрашњост ћелије чиме се активира ћелијски циклус. 

 

1.4.1. G1/S фаза ћелијског циклуса 

 

За G1 фазу је карактеристично присуство такозваних контролних тачака (control 

checkpoints) које одређују да ли ћелија наставља даљи пут ка репликацији молекула ДНК 

или ка митози. Током ове фазе ћелијског циклуса долази до умножавања ћелијских 

компонената, изузев дупликације хромозома која се одвија током S фазе. 

Регулација ћелијског циклуса реализује се посредством различитих протеина који 

су активирани на одређеним контролним тачкама. У G1 фази која регулише улазак ћелије 
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у S фазу, проверавају се параметри ћелије у које убрајамо њену величину, количину 

енергије и потенцијална оштећења ДНК молекула. Ово је омогућено активношћу 

протеина као што су циклин D1 (bcl-1 или PRAD-1), циклин зависни киназни инхибитор 

p16INK4a и ретинобластома протеин. Уколико је активност и функционалност ових 

контролних протеина измењена долази до поништавања контроле ћелијског циклуса и 

развоја канцера (109). 

Циклин зависне киназе (енг. cyclin dependent kinases, Cdks) су серин-треонин киназе 

које контролу ћелијског циклуса остварују процесом фосфорилације одређених 

аминокиселина у кључним протеинима. Cdks најчешће су константно експримиране 

током ћелијског циклуса, али се активирају само у одређеним деловима ћелијског 

циклуса. Циклин зависне киназе које су укључене у регулацију ћелијског циклуса су 

CDK1, CDK2, CDK4 и CDK6. Циклин зависне киназе постижу своју максималну 

активност када дође до повећања активности одговарајућих циклина приликом чега 

долази до стварања CDK комплекса. 

Циклини који поседују контролну, регулишућу улогу у прогресији ћелијског 

циклуса су циклини А (A1 и 2), циклин B, D (D1, 2 и 3) и циклини E (E1 и 2) (113,114). 

Промена активности циклина током ћелијског циклуса посредована је процесима 

протеинске разградње и транскрипције. Деградација циклина Е и D остварује се 

посредством SCF комплекса (Skp1, Cullin1, F-box containing complex) (110,111). Циклини 

D (D1, 2 и 3) граде везе са циклин зависним киназама, Cdk4 и Cdk6 чиме их активирају и 

омогућавају да се изврши фосфорилација протеина ретинобластома (рRb) (112–117). 

У условима који су неповољни за наставак ћелијског циклуса долази до инхибиције 

Cdks посередством инхибитора циклин зависних киназа (енг. cyclin dependent kinase 

inhibitors, CKDIs). Постоје две класе инхибитора циклин зависних киназа, чија је 

класификација извршена према структурној повезаности. У CIP/KIP класу спадају 

p21Cip1 (Cdkn1a), p27Kip1 (Cdkn1b) и p57Kip2 (Cdkn1c), док класи INK4 припадају p16INK4a 

(Cdkn2a), p15INK4b (Cdkn2b), p18INK4c (Cdkn2c) и p19INK4d (Cdkn2d) (118–122). Улога 

CIP/KIP протеина јесте да се везују за различите CDK комплексе вршећи њихову 

инхибицију или активацију; INK4 фамилија протеина специфично инхибира CDK4 и 

CDK6 активност чиме онемогућава њихово везивање за циклин D (121,122). Главна улога 

CKDIs јесте да у условима деловања одређених стимулуса, ДНК оштећења, интереагују 

са CDK комплексима чиме инхибирају киназну активност. 

Током периода карактеристичног за G1 фазу ћелијског циклуса долази до значајног 

увећања ћелије и појачане синтезе протеина који испољавају различите улоге (ензимске, 

градивне и рецепторске). Управо због интензивне синтезе протеина као и припреме једра 

за S фазу, ова фаза ћелијског циклуса траје најдуже. Уласком ћелије у G1 фазу отпочиње 

процес синтезе циклина D, протеина који је одговоран за контролу процеса напредовања 

ћелијског циклуса. Са напредовањем фазе G1 количина циклина D и фосфорилисаног 

рRb протеина се повећава (123). Ово место у ћелијском циклусу представља 

рестрикциону тачку од које зависи даље напредовање ћелијског циклуса, односно 

прелазак у S фазу. Током ове фазе у једру се дешава репликација ДНК молекула, синтеза 

хистона и дуплирање центриола. Уколико је ДНК оштећење настало пре уласка ћелије у 

S фазу, долази до повећања активности транскрипционог фактора p53 који доводи до 

експресије различитих циљних гена укључених у репарацију ДНК, контролу ћелијског 

циклуса и апоптозу (124,125). Под утицајем активираног р53 фактора повећана је синтеза 

р21 протеина одговорног за заустављање ћелијског циклуса у G1 фази услед инхибирања 

комплекса циклин D/Cdk4,6 и комплекса циклин E/Cdk2. Протеин р21 заузима значајно 

место у процедурама поправке оштећеног ДНК молекула (126,127). Уколико се не може 

извршити поправка ДНК молекула, долази до активације апоптозе посредством 

транскрипционог фактора р53 (128–131) 
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1.4.2. G2/M фаза ћелијског циклуса 

 

G2 фаза ћелијског циклуса (постсинтетичка фаза), представља период у коме се 

ћелија припрема да уђе у фазу деобе (132,133). У овој фази количина ДНК молекула и 

хромозома је удвостручена у односу на количину која је била присутна у G1 фази.  

Током G2 фазе дешавају се процеси кондензације хроматина као и дезинтеграција 

мембране једра условљени деловањем комплекса циклин/циклин зависна киназа, 

(циклина А - Cdk2 и циклина B - Cdk1) (134–136). Правилно физиолошко функционисање 

ових комплекса - циклин/циклин зависних киназа омогућава улазак ћелије у М фазу 

ћелијског циклуса, јер је контролна тачка 2 (G2 checkpoint) тиме савладана. 

Нагли пораст активности комплекса циклин/циклин зависних киназа одговоран је 

за појаву догађаја у раној М фази, формирања деобног вретена и причвршћивања 

центромера хромозома за нити деобног вретена. За успешно завршавање М фазе 

есенцијална је активност лигазе, АРС (енг. Anaphase-promoting complex) која покреће и 

подстиче раздвајање хроматида. АРС је одговоран за деградацију циклина што 

последично доводи до инактивације већине циклин зависних киназа што резултује 

завршавањем М фазе ћелијског циклуса (137,138). 

Уколико ћелија не превазиђе контролну тачку G2 (G2 checkpoint) долази до 

заустављања ћелијског циклуса у G2 фази. Главни узрок тог прекида је или смањена 

количина циклина В и/или ефекат хиперфосфорилације Cdk1. Доказано је да дефект на 

нивоу хромозома условљава прекид G2 фазе услед активирања транскрипције p21 под 

дејством протеина р53 чиме престаје синтеза циклина В и Cdk1 (139–141). 

Прекид ћелијског циклуса у одређеној фази настаје услед оштећења ДНК молекула. 

Уколико контролни механизми не обезбеде репарацију оштећеног ДНК молекула, 

активирају се апоптотични механизми ћелијске смрти. 

 

1.5. Програмирана ћелијска смрт 

 

Пиониром за откривање апоптозе (грч. απόπτωσις-означава опадање), као облика 

програмиране ћелијске смрти сматра се Carl Vogt. Kerr, Wyllie i Currie 1972. године 

описују морфолошке промене које настају у ћелији током овог процеса (142). Апоптоза 

представља строго „диригован“, генетски дефинисан облик ћелијске смрти током кога 

ћелија саму себе доводи до „самоунуштења“. 

Концепција израза, процеса „програмирана ћелијска смрт“ (енг. Programmed Cell-

Death: PCD) огледа се у његовој есенцијалној важности за одржавање хомеостазе и 

развоја ткива (143,144), и у настанку бројних малигних обољења (145–149), 

неуродегенеративних (150–155), као и многобројних аутоимунских поремећаја (156–

159). Поред апоптозе, неки од видова ћелиске смрти укључују и некроптозу, пироптозу и 

аутофагију (160). 

Аутофагија (грч. "auto"-сам и "phagein"-јести) је биолошки процес који се дешава 

унутар саме ћелије, а представља механизам рециклирања цитоплазме и органела 

посредством аутофагозома. Аутофагија има пресудну улогу у преживљавању ћелије у 

условима одсуства фактора раста (161,162). 

Некроптоза, настаје као последица оштећења ткива, карактерише се потпуном 

разградњом ћелијских мембрана и органела што индукује запаљенски процес који је 

праћен инфилтрацијом леукоцита и оштећењем ткива. У највећем броју случајева за 
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настајање некроптозе одговорне су инфекције, физичке и хемијске повреде ћелије, као и 

исхемија (умирање ћелије под утицајем спољашњих фактора) (163–165). 

За пироптозу је карактеристична активација инфламаторних каспаза (каспазе-1, 4, 

5, 11) које узрокују формирање перфорационих компоненти које доводе до руптуре 

ћелијске мембране, ћелијске смрти и ослобађања запаљенских медијатора (166–169). 

 

1.5.1. Процес апоптозе 

 

Апоптоза, програмирана ћелијска смрт, представља процес током кога се по тачно 

дефинисаном следу дешавају морфолошке и биохемијске промене које доводе до смрти 

ћелије. Апоптоза може бити индукована нефизиолошким и физиолошким факторима. 

Активира се при процесу уклањања дефектних ћелија (аутореактивне ћелије имунског 

система), ћелија са мутираним генетским материјалом, ћелија са неадекватним 

сигналима у ћелијском циклусу и при уклањању вирусом инфицираних ћелија (170–173). 

Прве морфолошке промене које се дешавају у току апоптозе представљене су 

извртањем фосфатидилсерина са унутрашње на спољашњу страну ћелијске мембране, 

губитком међућелијских веза које настају као последица кондензације протеина 

цитоплазме и смањења величине ћелије. Хроматин подлеже кондензацији и деградацији 

узрокујући промену облика једра. Деловањем ендонуклеаза долази до цепања молекула 

ДНК на мање фрагменте, деформације ендоплазматичног ретикулума, промена у 

интегритету митохондријалне мембране и ослобађања цитохрома c из митохондрија.  

Карактеристика апоптозе је формирање апоптотичних тела, која представљају мање 

делове ћелије настале индукцијом апоптозе. Апоптотична тела су мембраном оивичени 

фрагменти ћелија са делом ћелијске цитоплазме, протеинима, органелама, са или без 

фрагмената нуклеуса (174,175). Процесом формирања апоптотичних тела не долази до 

изливања садржаја ћелије у ванћелијски простор, сав садржај ћелије налази се унутар 

мембрана и тако формирана телашца бивају фагоцитована од стране макрофага, 

неопластичних или парехимских ћелија који их разграђују у фаголизозому. Услед 

постојања и очуваности интегритета апоптотичних тела, спречено је изливање садржаја 

у ванћелијски простор а самим тим изостају инфламација и оштећење ткива. Улога 

апоптотичних тела, поред процеса апоптозе огледа се и у имунској регулацији, 

ремоделовању ткива као и у настанку неуродегенеративних болести (176–180).  

Биохемијски догађаји који су карактеристични за процес апоптозе поред 

премештања фосфатидилсерина представљају и повећану синтезу одређених протеина. 

Протеини/ензими директно укључени у процес апоптозе или су активирани у току 

процеса апоптозе или су синтетисани у току процеса програмиране ћелијске смрти. 

Регулаторни протеини процеса апоптозе могу бити подељени на два велике групе: анти-

апоптотични (спречавају процес апоптозе) и про-апоптотични (активаторни 

апоптотични) протеини. Есенцијалну улогу у апоптози одигравају ензими који се 

називају каспазе (181–184). 

 

1.5.2. Про и анти-апоптотични протеини – регулаторни протеини процеса 

апоптозе 
 

Протеинска породица B ћелија лимфома (Bcl-2) представља кључну породицу 

протеина који су неопходни у регулацији процеса апоптозе (185,186).  

На основу присуства ВН домена, ова породица протеина је структурно подељена 

на: анти-апоптотичне (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1, Bfl-1 и Bcl-W) (187–194) који поседују сва 
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четири домена BH1–4 и на про-апоптотичне, који имају само BH3 (Bim, Puma, Noxa и 

Bid) домен (195,196) и вишеструке ВН домене (Bak, Bax и Bok) (197–203) (Слика 1). Про-

апоптотични протеини активирају и омогућавају процес апоптозе формирањем пора на 

митохондријалној мембрани чиме долази до ослобађања митохондријалних протеина у 

цитоплазму ћелије.  

 

 

 
Слика 1. Шематски приказ поделе протеина из Bcl-2 породице  

 

Улога анти-апоптотичних протеина огледа се у очувању интегритета 

митохондрија које се спроводи инхибирањем деловања про-апоптотичних протеина 

(204–206). Управо нарушавање равнотеже у активности и деловању одређене групе 

протеина је тренутак који одређује да ли ће ћелија ући у апоптозу или у процес 

преживљавања. Уколико је дошло до преваге про-апоптотичних ефекторних протеина, 

долази до њихове олигомеризације на спољашњој мембрани митохондрија, стварања 

пора, ослобађања цитохрома c и активације каскаде каспаза које даље активирају 

нисходне протеине.  

 

1.5.3. Каспазе 
 

Главна улога у процесу апоптозе додељена је каспазама, тачније про-каспазама. 

Про-каспазе представљају неактивни облик каспаза, односно зимогени облик. У ћелији 

про-каспазе се могу наћи као мономерне или димерне јединице. Каспазе су јединствене, 

специфичне интрацелуларне ендопептидазе које учествују у протеолизи 

интрацелуларних протеина. 

Аминокиселина цистеин смештена је у активном центру ове фамилије протеаза која 

цепа, односно разграђује протеински супстрат на местима где пептидну везу формира 

аминокиселина - аспарагинска киселина, иза аспартата.  

Каспаза (енг. caspase, c-asp-ase од енг. cysteine dependent aspartate-specific protease) 

заправо је цистеин-аспартат протеаза. Поред кључне улоге у процесу апоптозе, каспазе 

имају и бројне улоге у различитим ћелијским процесима, као што су: диференцијација 

ћелија, инфламаторни одговори и ремоделовање неурона (207–210). 

Класификација каспаза извршена је на основу главних улога које имају у ћелији. 

Оне су подељене на апоптотичне каспазе и инфламаторне каспазе (Слика 2). 

Апоптотичне каспазе заузимају значајно место у току процеса апоптозе и у овој групи 

припадају каспаза-2, -3, -6, -7, -8, -9, и -10 (211–214). Класи инфламаторних каспаза 
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припадају каспаза-1, -4, -5, -11, -12, -13 и -14 које имају значајну улогу у запаљенским 

реакцијама организма и у процесу активирања цитокина (209).  

Међутим, основна подела каспаза извршена је на основу улоге који имају током 

процеса апоптозе. То су иницијаторске (каспазе-2, -8, -9, и -10) и егзекуторне тј. 

извршилачке, односно ефекторне каспазе (каспазе-3, -6 и -7), (215).  

 

 
Слика 2. Шематски приказ поделе каспаза на инфламаторне и апоптотичне. 

 

Начелно, иницијаторске про-каспазе обухватају дуге про-домене, за разлику од 

егзекуторских про-каспаза које карактеришу кратки про-домени. Иницијаторске и 

инфламаторне каспазе на свом амино делу садрже око 100 аминокиселинских остатака, 

док код егзекуторних каспаза овај број аминокиселинских остатака је око 30. Још једна 

структурна разлика присутна је између иницијаторских и егзекуторних каспаза - 

иницијаторске каспазе су мономери, док егзекуторне каспазе предстваљају димере. 

За настанак каспазе као активног молекула неопходна је парцијална фрагментација, 

протеолиза, мономерне јединице про-каспазе на месту где су мала и велика субјединица 

повезане, као и стварање хетеротетрамерног комплекса процесом димеризације 

мономерних јединица. Дргим речима, активација прокаспаза постиже се на један од три 

могућа начина: посредством друге активиране касапазе, процесом аутокатализе или 

удруживањем са активаториним протеином (пример је АPAF - каспаза 9 - цитохром с) 

(216–218). За иницијаторске каспазе карактеристичан је процес аутокатализе, док је за 

егзекуторне каспазе карактеристично сечење кључних протеина на аспартатксим 

резидуама, чиме се врши њихова инактивација (207,208,211,214,215,219).  

Молекул каспазе представља димер хетеродимера састављен од две мале и две 

велике подјединице (218,220). LSSL представља ознаку за овај тетрамер, где L означава 

велику подјединицу (енг. large subunit), S представља малу субјединицу (енг. small 

subunit). 

Адапторни молекули попут FADD (енг. Fas Associated Death Domain) и/или TRADD 

(енг. Tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain protein), поспешују 

стварање активних облика каспаза процесом везивања за карактеристичне делове про-

домена про-каспаза. Домен ефектора смрти (енг. death effector domains - DED) и домен 

регрутовања каспаза (енг. caspase recruitment domains - CARD) представљају 
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карактеристичне делове, секвенце про-домена про-каспаза, "домене смрти" (енг. Death 

Domain, DD) (221–223).  

Иницијаторске каспазе представљају покретаче егзекуторских каспаза у 

имплементацији своје функције у процесу апоптозе. Како иницијаторске, тако и 

извршилачке (егзекуторске) каспазе у ћелији су у неактивном (зимогеном) облику све до 

момента док под дејством иницијаторских каспаза не буду делимично разграђене на малу 

и велику подјединицу. Делимична протеолиза условљава промене у структури ових 

молекула које су заслужне за образовање оперативних протеаза. Процес активације 

иницијаторских каспаза -8 и -9 не захтева делимичну протеолизу већ смо процес 

димеризације (224). Након активације прве извршилачке каспазе која не само да делује 

на другу каспазу активирајући је већ делује аутоактиваторно долази до амплификације 

апоптотичног сигнала. 

Било који несклад у активности каспаза круцијалан је за настајање различитих 

обољења, било неуродегенеративних услед појачане активности каспаза или канцера 

услед ограниченог деловања каспаза. 

Процес активације апоптозе зависно од надражаја реализује се преко два 

универзална апоптотична пута, а то су спољашњи (рецепторски) и унутрашњи 

(митохондријални) пут (225–227). 

 

1.5.4. Спољашњи (рецепторски) пут апоптозе  
 

Иницијација спољашњег пута апоптозе започиње стимулацијом специфичних 

рецептора лоцираних на ћелијској мембрани (DD - death receptors - рецептори смрти, 

трансмембрански протеини). Неки од припадника су суперфамилије протеина фактора 

некрозе тумора (енг. tumor necrosis factor, TNF, DR3, DR4, DR5, DR6) и FAS рецептор. 

Заједничка карактеристика припадника ових протеина јесте да поседују екстрацелуларне 

домене, (NH2-терминални сегмент), који су богати цистеином. Својим екстрацелуларним 

доменом ови рецептори везују сигналне молекуле и узрокују олигомеризацију 

интрацелуларног домена смрти. Интрацелуларни сегменти, (С-терминални сегмент), 

припадника ове суперфамилије протеина поседују секвенце које се називају домен смрти, 

(DD, енг. death-domen,  80 аминокиселина) (228–230). Есенцијална функција домена 

смрти огледа се у преносу импулса са екстрацелуларног сегмента рецептора у 

интрацелуларни простор ћелије до адекватних интрацелуларних ензима. Међу овим 

рецепторима смрти и њиховим активаторима, лигандима, до сада су највише објашњени 

TNF-α/TNFR1 (енг. Tumor necrosis factor alpha/Tumor necrosis factor receptor 1), FasL/FasR 

(енг. Fatty acid synthetase ligand/Fatty acid synthetase receptor), Apo2L/DR4 (енг. Apo2 

ligand/Death receptor 4), Apo2L/DR5 (енг. Apo2 ligand/Death receptor 5) и Apo3L/DR3 (енг. 

Apo3 ligand/Death receptor 3) (227,231–234). Након овога долази до асоцијације 

адапторног протеина FADD, енг. Fas-associated-death-domain; или TRADD енг. TNFR - 

associated-death-domen). Овако формирани молекули протеина и рецептора тј лиганда 

чине тзв. DISC - death-inducing signaling complex (235–238). Главна улога DISC-а је 

ангажовање иницијаторских про-каспаза 8 и 10. Про-каспаза 8 се активира и врши даљу 

активацију про-каспазе 10. Формирање активне каспазе 8 узрокује активацију (сечење) 

цитоплазматског Bid и формирање tBid (truncated Bid) (Слика 3 и 4). У циљу премештања 

tBid у митохондрије, неопходна је претходна активација Bax-a и промена пермеабилности 

митохондријалне мембране (239). Активација Bid и формирање tBid представљају један 

од примера сусретања унутрашњег и спољашњег апоптотичног пута (240–245). 
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Слика 3. Сусретање унутрашњег и спољашњег апоптотичног пута посредством каспазе 

8 која активара BID, који у даљој каскади активира Bax који учествује у формирању пора 

на митохондријалним мембранама и узрокује последично испуштање цитохрома с у 

цитоплазму ћелије. 

 

1.5.4. Унутрашњи (митохондријални) пут апоптозе 
 

За иницирање унутрашњег (митохондријалног) пута апоптозе одговорни су 

стимулуси који потичу из саме ћелије настали углавном као последица специфичних 

елемената стреса егзогеног или ендогеног порекла, као што су оксидативни стрес, 

хипоксија, токсини, радијација, вирусна инфекција, недовољно присуство извесних 

хормона, цитокина, фактора раста и друго (246). 

Унутрашњи пут апоптозе другачије се назива митохондријални апоптотични пут јер 

се склоп датих стимулуса првенствено фокусира ка митохондријама (Слика 4).   

 
 

Слика 4. Шематски приказ карактеристика спољашњег и унутрашњег 

апоптотичног пута, као и места сусретања два пута. Карактеристика спољашњег пута је 

та да се не одвија посредством митохондрија. 
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Улога одлучујућег оператора да ли ћелија улази у процес апоптозе или не додељена 

је припадницима Bcl-2 фамилије протеина, пре него што дође до активације каспаза. 

Централно место унутрашњег пута апоптозе представљају митохондрије. Про-

апоптотски и анти-апоптотски стимулуси упоредо се генеришу и покрећу и оба 

стимулуса прогредирају ка мембрани митохондрија, а само у ситуацији када превагну 

про-апоптотски сигнали долази до повећане пропустљивости мембране митохондрија. То 

је уједно и кључни догађај унутрашњег пута апоптозе, тј. догађај – пермеабилизације 

спољашње мембране митохондрија (енг. Mitochondrial outer membrane permeabilization, 

MOMP) (246–248). MOMP имплицира иреверзибилан координисан процес од стране 

чланова Bcl-2 фамилије протеина. Митохондрије су врло специфичне ћелијске органеле 

које поседују и унутрашњу (енг. inner membrane – IM) и спољашњу мембрану (енг. outer 

membrane – OМ) са интрамембранским простором који их раздваја (енг. intermembrane 

space – IMS). Интрамембрански простор је испуњен садржајем бројних протеина 

кључних за иницирање процеса апоптозе, попут цитохрома с, фактора који индукује 

апоптозу (енг. apoptosis-inducing factors – AIF), Smac/DIABLO (енг. Second mitochondria-

derived activator of caspase/Direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pI), серин 

протеазу Omi/HtrA2 (енг. High temperature requirement protein A2), Endo G – ендонуклеазу 

G и друге. 

Постоје два концепта по којима припадници Bcl-2 фамилије протеина учествују и 

посредују у одвијању митохондријалног апоптотичног пута. 

Један концепт учествовања/посредовања чланова Bcl-2 фамилије протеина у 

одвијању унутрашњег апоптотичног пута означава процес у коме долази до посредног 

активирања Bax-a и Bak-a. У овом концепту протеини Bad и Noxa, спрежу се са анти-

апоптотичним протеинима чиме ометају њихове функције што доводи активирања и 

отпуштања Bax-a и Bak-а протеина. Други концепт учествовања/посредовања чланова 

Bcl-2 фамилије протеина у одвијању унутрашњег апоптотичног пута означава процес у 

коме долази до непосредног активирања Bax-a и Bak-a. У овом концепту протеини Bim, 

Bid и Puma непосредно се спрежу са Bak и Bax протеинима услед чега се они 

олигомеризују (247). Олигомеризација је процес који условљава активацију Bax и Bak, 

који као такви, активирани, генеришу поре на спољашњој митохондријалној мембрани, 

јер су и сами смештени на истој (249–251). Створене поре дозвољавају излазак 

апоптотичних протеина из интермембранског простора митохондрија у цитосол. 

Цитохром c, као један од најутицајнијих апоптотичних протеина, у цитосолу реагује 

са адаптерним протеином - активирајућим фактиром 1 апоптотске протеазе (енг. Apoptotic 

protease activating factor 1, Apaf-1). Адаптерни Apaf-1 протеин састоји се из три домена, 

N терминалног домена, централног домена који је олигомерни нуклеотид везујући домен 

и С терминалног домена који има неколико репетитивних секвенци (252,253). За 

репетитивне секвенце С терминалног домена Apaf-1 протеина везује се цитохром с услед 

чега долази до конформационих промена Apaf-1 протеина, док секундарна промена у 

његовој конформацији али и олигомеризација, односно активација настаје услед 

везивања деоксиаденозинтрифосфата (dATP) за централни домен (254). Иницијаторска 

про-каспаза-9 успоставља везу са овако конституисаним комплексом стварајући 

мултипротеински комплекс који се назива апоптозом. Улога апоптозома је протеолитичка 

активација про-каспазе-9 помоћу енергије произведене хидролизом (ATP). Све док се 

процес апоптозе одвија каспаза-9 мора, супротно од осталих иницијаторских каспаза, 

остати везана за N терминални домен Apaf-1 протеина преко свог CARD домена чиме 

уједно чува своју каталитичку активност. Улога апоптозома је да етапно покрене про-

каспазу-3, тачније активирана каспаза-9 из апоптозома доводи до активације каспазе-3, 

која је егзекуторна каспаза.  
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Кључни моменат унутрашњег пута апоптозе представља управо моменат 

покретања егзекуторне каспазе-3 (255,256). Овако покренута егзекуторна каспаза-3 

покреће и друге егзекуторне каспазе, каспазу-6 и 7, али и саму каспазу-3 тзв. процесом 

аутоактивације. Као последица активације каспазне каскаде долази до продирања 

ефекторних каспаза у једро ћелије где интерагују са есенцијалним протеинима 

укљученим у процесе транскрипције и репликације ДНK молекула, али и протеинима 

који регулишу метаболизам ДНК и РНK молекула финално доводећи до фрагментације 

ДНК молекула ендонуклеазама (DN-азе).  

 

1.6. Природни молекули у терапији карцинома  

 
1.6.1. Биолошки ефекти биљака 

 

Фитотерапија у прошлости је била једино средство лечења (различитих симптома, 

повреда, респираторних и кожних сметњи, деловала је умирујуће) до развоја савремене 

медицине и терапије. Поред развоја медицине и савремених терапијских поступака, 

фитотерапија није напуштена већ је своје место нашла у виду комбиноване терапије у 

онкологији. Људи су од давнина користили различите видове мелема, тинктура, чајева 

које су правили сакупљањем и презервацијом одређених делова лековитих биљака 

(сушење листова или цветова, потапање корена биљке у различите раствараче итд.).  

Неке од биљака које се користе на нашем поднебљу су Бела имела (Viscum album) 

којој се услед присуства лектина, флавоноида, лигнина и биогених амида приписују 

антитуморски, седативни, антихипертензивни и антидијабетични ефекти (257–259).  

Следећа биљка која је распрострањена у исхрани и у народној медицини је цвекла 

(Beta vulgaris). Користи се највише у терапији анемије (260), код деминерализације 

костију, за регулацију крвног притиска, смањења нивоа слободног холестерола, за 

превенцију тумора, лечење леукемије и као антиоксидативно средство (261–263). За 

лековита дејства цвекле заслужно је присуство антицијанина, минералних елемената, 

витамина Б1, Б2, Ц и Б12, бетанина, беталаина, бетаина, полифенола и каротеноида.  

Ехинацеа (Echinacea angustifolia) је биљка која расте на нашим поднебљима. Од 

великог броја активних компоненти издвајају се ехинацин, фитостероли и алкалоиди који 

овој биљци обезбеђују имуностимулативно, антиинфламаторно, антивирално и 

антитуморско дејство (264–268). 

Поред ових наведених биљака које расту на нашем подручју, постоје и друге 

биљке које испољавају антитуморска дејства а карактеристичне су за топле и суве 

регионе. Један од ових представника је ђумбир (Zingiber officinalis) који расте у Азији. За 

лековита биолошка дејства ове биљке заслужна су етерична уља и микроелементи. Од 

биолошких дејстава у литератури се наводе: антибактеријско, антиинфламаторно, 

антиоксидативно, антиедематозно и антиканцерогено (269–273). 

Алоја (Aloe vera Barbadensis Miller), иако расте у подручјима топле и суве климе, 

ова биљка нашла је широку примену у медицини и козметолигији управо због присуства 

витамина, антиоксиданаса, ензима (протеазе, липазе, амилазе). У медицини се користи 

као допунска терапија за смањење нежељених ефеката хемио и радио терапије, испољава 

антитуморско дејство и снижава ниво слободног холестерола (274–276). 

Куркума (Curcuma Longa) је биљка из породице ђумбира. Распрострањена је у 

Азији, а за њено биолошко дејство заслужан је куркумин. У исхрани је врло 

распрострањена, и спада у зачинске биљке. Може да се користи у свежем стању или у 



21 

 

виду праха. Од биолошких дејстава најбитнија су: антиканцерогено, антиинфламаторно, 

радиопротективно (277–281). 

Ванила (Vanilla planifolia) припада зачинским биљкама и као оваква представља 

ферметисан плод орхидеје из рода ванила. Од биолошки активних супстанци у ванили се 

налазе фитохемикалије као што су: бибензил, дихидрофенантрен и фенантрахинон. 

Ванилин и пиперонал представљају молекуле који су заслужни за мирис ваниле, али за 

ове молекуле је показано у различитим истраживањима да испољавају снажна биолошка 

дејства (282–287). Доступна истраживања указују на то да компоненте ванилинских 

деривата које у својој структури садрже сулфомоил и фенил карбоксилатни систем 

испољаваjу снажну антиканцерогену активност према ћелијама тумора дојке MCF-7 

ћелије (358,359). Narode и сарадници (388) у свом истраживању синтетисали су дериват 

ванилина и испитивали су његово антимикробно и антиканцерогено дејство. Резултати 

њиховог истраживања показали су да тај дериват ванилина показује ефикасно 

антиканцерогено дејство према HT-29 и HCT-116 ћелијама канцера дебелог црева. 

Испитивање ефеката деривата ванилна – халкона на НСТ-116 ћелијској линији показало 

је да халкони доводе до промене морфологије НСТ-116 ћелија које одговарају променама 

карактеристичним за апоптотичне ћелије (312). Резултати студије ових аутора показали 

су да различити супституенти ванилинских деривата испољавају различите биолошке 

активности, међу којима је најважнија апоптотична тј. антитуморска активност на 

ћелијама канцера колона HT-29 и HCT-116 ћелија (357). На основу свих ових резултата 

може се очекивати да ће и новосинтетисани енони у овом истраживању испољитти 

антитуморски ефекат на испитиваним туморским ћелијским линијама. 

 

1.6.2. Биосинтеза енона и њихових соли  

Четири нова енона (E1–E4) и њихове соли добијени су у веома добрим приносима. 

Структуре енона и соли енона приказане су на сликама 5-12. 

Структуре нових производа су карактерисане спектралним подацима (¹H NMR и ¹³C 

NMR). Све полазне хемикалије биле су комерцијално доступне и коришћене су без 

додатне прераде, осим растварача који су прочишћени дестилацијом. IR спектри су 

снимљени на PerkinElmer Spectrum One FT-IR спектрометру, користећи KBr диск, у cm⁻¹. 

NMR спектри су снимљени на Varian Gemini 200 MHz спектрометру (200 MHz за ¹H и 50 

MHz за ¹³C), користећи DMSO-d₆ са 0,02% воде и TMS као интерни стандард. Хемијски 

помаци за ¹H и ¹³C NMR дати су у деловима на милион (ppm) и реферисани су на пик 

растварача. Мултиплети су представљени као s (синглет), d (дуплет), t (триплет), dd 

(дуплет дуплета) и m (мултиплет). Константе спрезања (J) дате су у херцима (Hz). 

Температура топљења производа одређена је коришћењем уређаја MelTemp1000. 

 

 
 

Слика 5. Енон 1 (Е)-2- (2-метокси-4- (3-оксобут-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат 
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Слика 6. Енон 2 (Е)-2- (2-метокси-4- (4-метил-3-оксопент-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат 

 

 
Слика 7. Енон 3 (Е)-2- (2-метокси-4- (5-метил-3-оксхекс-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат 

 

 
Слика 8. Енон 4 (Е)-2-(3-циклопропил-3-оксопроп-1-ен-1-ил)-2-метоксифенокси) 

ацетат 

 

 

 
Слика 9. Со Eнона 1 Натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (3-оксобут-1-ен-1-ил) фенокси) 

ацетат(Mr = 272,23 g/mol) 
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Слика 10. Со Eнона 2 Натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (4-метил-3-оксопент-1-ен-1-ил) 

фенокси) ацетат (Mr = 300,29 g/mol) 

 

 

 
Слика 11. Со Eнона 3 Натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (5-метил-3-оксхекс-1-ен-1-ил) 

фенокси) ацетат (Mr = 314,31 g/mol) 

 
 

Слика 12. Со Eнона 4. Натријум (Е)-2- (3-циклопропил-3-оксопроп-1-ен-1-ил)-2-

метоксифенокси) ацетат (Mr = 298,27 g/mol) 

 

1.6.3. Општи поступци за синтезу енона E1 и E3 

 

Једињења E1 и E3 добијена су реакцијом приказаном на слици 13. Полазећи од 

ванилина и различитих метил кетона, припремљени су дехидрозингерон и његови 

аналози, следећи претходно описане методе (256–258). У даљој реакцији, ови фенолни 

производи (10mmol) су растворени у 40mL ацетона, додато је 15mmol (2,5g) етил-

бромоацетата и 50mmol (7g безводног) K₂CO₃, а смеша је мешана под рефлуксом током 

ноћи. Ацетон и вишак естара су уклоњени под сниженим притиском, а чврсти остатак је 

растворен у води и екстрахован са CH₂Cl₂ (3×50mL). Органски слој је испран водом 

(2×50mL) и раствором натријум-хлорида (2×50mL), затим осушен. Главни део растварача 
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је уклоњен под сниженим притиском, а концентрована сировина је прочишћена кратком 

колоном силика гела, дајући чврсте естре. 

Одговарајући естар (5mmol) је растворен у 10mL сирћетне киселине и додато је 

5mL 2M HCl. Реакциона смеша је загревана 30 минута на 95°C, затим охлађена и додата 

у 100g уситњеног леда. Након стајања у замрзивачу током ноћи, издвојена чврста 

супстанца је профилтрирана и осушена. Енони E1 и E3 су добијени као бели чврсти 

производи. 

 

1.6.4. Општи поступци за синтезу енона E2 и E4 

 

Једињења E2 и E4 добијена су реакцијом приказаном на слици 14. 

Ванилин (10mmol, 1,52g) је растворен у 15mL DMF, додати су хлоросирћетна киселина 

(11mmol, 1,1g) и K₂CO₃ (20mmol, 2,8g). Реакциона смеша је загревана преко ноћи на 50°C, 

затим охлађена и додата у 100g уситњеног леда. Мешавина је неутрализована 3M HCl, 

што је довело до формирања прашкасте таложне супстанце. Након стајања у замрзивачу 

током ноћи, добијени чврсти производ је профилтриран и осушен. Добијени алкилирани 

ванилин коришћен је за даље реакције. 

Алкилирани ванилин (1mmol) и одговарајући метил кетон (20mmol) растворени 

су у 15mL етанола, смеша је мешана 10 минута, а затим је додато 25mL 2%NaOH. 

Реакциона смеша је остављена да се меша на собној температури преко ноћи. Настала 

смеша је охлађена и додата у воду. Након стајања у замрзивачу током ноћи, издвојена 

чврста супстанца је профилтрирана и осушена. 

 

 

 

Слика 13. Синтеза Eнона E1 и E3 
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Слика 14. Синтеза енона E2 и E4 

 

(E)-2-(2-methoxy-4-(3-oxobut-1-en-1-yl)phenoxy)acetic acid (E1) 

Принос: 85.2%; m.p. 143-144°C; IR (KBr): 3469, 2920, 1715, 1626, 1594, 1509, 1417, 1227, 

1134, 1026, 972, 804 cm-1; 1HNMR (200 MHz, DMSO-d6): 2.31 (s, 3H, CH3CO), 3.83 (s, 3H, 

OCH3), 4.74 (s, 2H, OCH2), 6.74 (d, 1H, J=16.4 Hz, CH),  6.89 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H), 7.21 

(dd, 1H, J=8.4, 2.0 Hz, Ar-H), 7.35 (d, 1H, J=2.0 Hz, Ar-H), 7.55 (d, 1H, J=16.4 Hz, CH), 

13.10 (br. s, 1H, COOH); 13CNMR (50 MHz, DMSO-d6): 27.3, 55.8, 65.1, 111.3, 113.1, 122.5, 

125.5, 127.9, 143.2, 149.1, 149.4, 169.8, 197.7 (CO). 

(E)-2-(2-methoxy-4-(4-methyl-3-oxopent-1-en-1-yl)phenoxy)acetic acid (E2) 

Принос: 62.7%; m.p. 115-116°C; IR (KBr): 3508, 2911, 1755, 1575, 1509, 1423, 1270, 1207, 

1141, 1012, 977, 795 cm-1; 1HNMR (200 MHz, DMSO-d6): 1.07 (d, 1H, J=6.8 Hz, 2CH3), 2.91-

3.05 (m, 1H, CH(CH3)2), 3.83 (s, 3H, OCH3), 4.73 (s, 2H, OCH2), 6.86-6.98 (m, 1H, Ar-H), 

6.94 (d, 1H, J=16.0 Hz, CH), 7.23 (dd, 1H, J=8.4, 1.6 Hz, Ar-H), 7.38-7.39 (m, 1H, Ar-H), 7.54 

(d, 1H, J=16.0 Hz, CH), 13.06 (br. s, 1H, COOH); 13CNMR (50 MHz, DMSO-d6): 18.6, 38.2, 

55.9, 65, 111.3, 112.9, 122.7, 123.1, 128, 141.9, 149.1, 149.4, 169.8, 202.9 (CO). 

(E)-2-(2-methoxy-4-(5-methyl-3-oxohex-1-en-1-yl)phenoxy)acetic acid (E3) 

Принос: 93.2%; m.p. 117-118°C; IR (KBr): 3494, 2957, 1748, 1578, 1509, 1421, 1267, 1208, 

1137, 1030, 819, 793 cm-1; 1HNMR (200 MHz, DMSO-d6): 0.90 (d, 6H, J=6.6 Hz, 2CH3), 2.01-

2.21 (m, 1H, CH(CH3)2), 2.48-2.51 (m, 2H, CH2CH(CH3)2), 3.82 (s, 3H, OCH3), 4.72 (s, 2H, 

OCH2), 6.81 (d, 1H, J=16.4 Hz, CH), 6.89 (s, 1H, Ar-H), 7.22 (dd, 1H, J=8.4, 1.8 Hz, Ar-H), 

7.36 (d, 1H, J=1.8 Hz, Ar-H), 7.53 (d, 1H, J=16.2 Hz, CH), 13.12 (br. s, 1H, COOH); 13CNMR 

(50 MHz, DMSO-d6): 22.6, 24.8, 48.9, 55.8, 65, 111.2, 112.9, 122.6, 125.1, 127.9, 142.2, 149.1, 

149.4, 169.8, 199.5 (CO). 

(E)-2-(4-(3-cyclopropyl-3-oxoprop-1-en-1-yl)-2-methoxyphenoxy)acetic acid (E4) 

Принос: 90.8%; m.p. 89-90°C; IR (KBr): 3416, 1722, 1633, 1510, 1426, 1393, 1224, 1144, 

1077, 989, 787 cm-1; 1HNMR (200 MHz, DMSO-d6): 0.92-0.95 (m, 4H, 2CH2), 2.36-2.45 (m, 

1H, CH), 3.84 (s, 3H, OCH3), 4.74 (s, 2H, OCH2), 6.89 (d, 1H, J=8.4 Hz, Ar-H), 6.98 (d, 1H, 

J=16.0 Hz, CH), 7.24 (dd, 1H, J=8.4, 1.6 Hz, Ar-H), 7.39 (d, 1H, J=1.8 Hz, Ar-H), 7.62 (d, 1H, 

J=16.2 Hz, CH), 13.07 (br. s, 1H, COOH); 13CNMR (50 MHz, DMSO-d6): 10.6, 18.9, 55.9, 65, 

111.3, 113, 122.8, 124.8, 128, 141.9, 149.1, 149.4, 169.9, 199.1 (CO). 
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2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА 

 

Циљ овог истраживања био је испитивање антитуморског ефекта и механизма 

дејства четири новосинтетисана енона: (Е)-2- (2-метокси-4- (3-оксобут-1-ен-1-ил) 

фенокси) ацетат (E1), (Е)-2- (2-метокси-4- (4-метил-3-оксопент-1-ен-1-ил) фенокси) 

ацетат (E2), (Е)-2- (2-метокси-4- (5-метил-3-оксхекс-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат (E3), (Е)-

2- (3-циклопропил-3-оксопроп-1-ен-1-ил)-2-метоксифенокси) ацетат (E4) и њихових 

натријумових соли на различитим врстама туморских ћелија, као и на здравим 

контролним ћелијама. 

 

А) Главни циљеви овог истраживања били су: 

 

1. Испитати потенцијални цитотоксични ефекат и механизам деловања енона и 

њихових соли на ћелије карцинома дебелог црева и грлића материце. 

2. Испитати који од испитиваних молекула нема значајан цитотоксични ефекат 

према здравим ћелијама - контролним ћелијама фибробласта. 

3. Упоредити цитотоксични ефекат енона и њихових соли у односу на 

референтну супстанцу (цисплатина). 

4. Утврдити доминантан тип ћелијске смрти.  

5. Утврдити ефекат енона и њихових соли на експресију, локализацију као и 

активацију протеина Bax, Bcl-2 и активне каспазе-3. 

6. Испитати ефекат енона и њихових соли на митохондријални мембрански 

потенцијал (ΔΨM), експресију и локализацију цитохрома с. 

7. Утврдити ефекат енона и њихових соли на ћелијски циклус малигних ћелија. 

 

Б) Хипотезе истраживања биле су: 

 

1. Енони и соли енона показују цитотоксични ефекат на хумане туморске ћелије, 

уз минимално цитотоксично дејство на здраве ћелије. 

2. Енони и соли енона испољавају јачи биолошки (антитуморски) ефекат у 

односу на цисплатину (референтну супстанцу). 

3. Енони и соли енона индукују апоптозу хуманих туморских ћелија. 

4. Енони и соли енона повећавају експресију Bax, смањују експресију протеина 

Bcl-2 у туморским ћелијама доводећи до премештања цитохрома c у цитосол 

ћелије и активације егзекуторске каспазе-3. 

5. Енони и соли енона смањују митохондријални мембрански потенцијал у 

испитиваним туморским ћелијама. 

6. Енони и соли енона индукују акумулацију туморских ћелија у G2/М фази 

ћелијског циклуса.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

3.1. Врста студије 

  

Тип студије је експериментална студија in vitro на материјалу хуманог порекла. 

Комплетна студија била је реализована у лабораторијама Института Факултета 

медицинских наука Универзитета у Крагујевцу. 

Антитуморски ефекат енона и соли енона испитиван је на две врсте туморских 

ћелија хуманог порекла ((аденокарцином грлића материце HeLa (ATCC® CCL-2™) и 

карцином колона HCT-116 (ATCC ® CCL-247™)), а као здрава контрола коришћена је 

ћелијска линија фибробласта плућа хуманог порекла - MRC-5 (ATCC ® CCL-171™).  

Као референтна супстанца коришћена је цисплатина. 

 

3.2. Култивисање ћелија, реагенси и испитиване супстанце  

 

Три хумане ћелијске линије коришћене у овом истраживању биле су HeLa 

(аденокарцинома грлића материце, пасажа 4), HCT-116 (карцинома дебелог црева, пасажа 

9) и MRC-5 (здрави фибробласти плућа, пасажа 6) култивисане су у медијуму DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's medium, Sigma Aldrich D5671) на 37ºC у атмосфери са 5%CO2. 

Пре припреме медијума, неопходно је било да се 10%FBS (фетални говеђи серум) 

инактивира у воденом купатилу на 37ºC и да се филтрира коришћењем шприца са 

нитроцелулозном мембраном (Sartorius, 16534-K). За припремање комплетног DMEM 

медијума било је потребно 10% инактивираног феталног говеђег серума (FBS, Sigma-

Aldrich, F7524), 100IU пеницилина, 100µg/mL стрептомицина (Roche, 11074440001) и 1% 

неесенцијалних аминокиселина (Sigma-Aldrich, M7145).  

Све ћелије које су коришћене у овом раду биле су чуване залеђене у течном азоту 

на температури од -196ºC. Пре експеримента ћелије су биле одлеђене следећом 

процедуром. У топлој води залеђена криовајлица је отопљена, у епрувету је сипан 

медијум и њему је додат садржај криовајлице у коме су суспендоване ћелије. Епрувета са 

ћелијама је центрифугирана на 2000 обртаја/минуту у циљу добијања талога ћелија. 

Супернатант из епрувете се одлаже, а ћелијски талог је поново ресуспендован свежим 

медијумом у циљу добијања суспензије ћелија која је преношена у стерилне фласкове за 

ћелијску културу од 25cm2 (Greiner Bio-One, 690160). Фласкови за гајење са ћелијама су 

одлагани у инкубатор до постизања конфлуентности од 80-90%.  

Након што је постигнута конфлуентност ћелија (80-90%) у фласковима, медијум 

је екстрахован, док су ћелије остале адхериране на пластици култиваторног фласка. 

Ћелије су испране 3 пута 1×PBS-ом. У циљу одлепљивања ћелија од пластичне подлоге 

фласка у фласкове је додаван по 1mL трипсина (Sigma-Aldrich, 85450C). Фласкови са 

ћелијама су држани 3-4 минута у инкубатору, да би после тога потврда да су се ћелије 

одлепиле била визуализована помоћу инвертног микроскопа. За даље експерименте је 

коришћена одвојена суспензија ћелија. 

Да би се обезбедило да у сваком бунару буде исти број ћелија, пре експеримента 

потребно је било урадити бројање ћелија. Ћелије су избројане употребом бројача са две 

коморе. Пипетирано је 10µL ћелијске суспензије испод покровног стакла које потпуно 

покрива обе коморе за бројање ћелија. Ћелије су бројане у четири квадрата након чега је 
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рачуната средња вредност броја ћелија у једном квадрату, и та средња вредност је 

множена са 105 у циљу добијања броја ћелија у 1mL ћелијске суспензије. 

Четири енона и њихове четири соли синтетисала је Јована Мушкиња (Катедра за 

хемију, Природно-математички факултет, Крагујевац), а цисплатина је купљена од 

добављача Calbiochem (CAS 15663-27-1). 

Сви испитивани енони су растворени у DMSO-у (Sigma Chemical, ST. Lois, Mo) до 

укупних концентрација од 0,3µМ, 1µМ, 3µМ, 10µМ, 30µМ, 100µМ и 300µМ, при чему је 

коначна концентрација DMSO-a била већа од 0,5%. Соли енона биле су растворене у 

комплетном медијуму до радних концентрација.  

Независне варијабле су представљене апликацијом новосинтетисаних енона и 

њихових соли, зависне варијабле: вијабилност ћелија, цитотоксични ефекат, про-

апоптотични ефекат укључујући активацију цитохрома с и каспазе-3, промене у 

експресији Bax и Bcl-2, промене у митохондријалном мембранском потенцијалу, и утицај 

на ћелијски циклус.Збуњујуће варијабле: нису идентификоване. 

Цитотоксични ефекат испитиваних супстанци одређиван је употребом МТТ теста. 

Ћелије (туморске – третиране и контролне и здраве ћелије - третиране и контролне) су 

биле третиране испитиваним супстанцама током 48 и 72 сата. За одређивање степена 

цитотоксичне ефикасности испитиваних енона и њихових соли, као контролна супстанца 

коришћена је цисплатина чији је цитотоксични ефекат на овим туморским ћелијама већ 

утврђен (одељак: Увод). 

У следећем кораку истраживања, испитиван је антитуморски ефекат енона и 

њихових соли. За даље истраживање било је неопходно потврдити туморску 

селективност енона и њихових соли. То је значило да испитивање цитотоксичног и 

апоптотичног дејства енона и њихових соли може бити испитивано једино под условом 

да ове супстанце не испољавају цитотоксични ефекат на здравим - контролним ћелијама 

за шта су коришћене ћелије хуманих фибробласта – ћелијска линија MRC-5. 

Тип ћелијске смрти одређиван је употребом проточне цитометрије (flow cytometry) 

помоћу Annexin V-FITC и 7-аминоактиномицин D бојења. Да би се утврдио типа ћелијске 

смрти, HeLa и HCT-116 ћелије су инкубиране 48 сати испитиваним супстанцама у 

концентрацијама које одговарају њиховим IC50 вредностима. Проценат апоптотичних и 

некротичних ћелија утврђен је у односу на контролне ћелије - нетретиране HeLa и HCT-

116 ћелије.  

У циљу испитивања механизма апоптозе која је индукована од стране испитиваних 

енона и њихових соли, коришћена је метода проточне цитометрије и флуоросцентне 

микроскопије. 

Проточна цитометрија користила се за одређивање експресије регулаторних 

протеина апоптозе Bax-a, Bcl-2 и каспазе-3 после 48 часовног третмана HeLa и HCT-116 

ћелија IC50 концентрацијама испитиваних супстанци - енона и њихових соли. 

Флуоресцентна микроскопија коришћена је за одређивање експресије активног 

Bax (про-апоптотичног), Bcl-2 (анти-апоптотичног) протеина и каспазе-3 након 

култивације у трајању од 24 сата HeLa и HCT-116 ћелија IC50 вредностима, у третираним 

ћелијама, у односу на контролне, нетретиране ћелије, како би био утврђен механизам 

апоптозе. 
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3.3. МТТ тест цитотоксичности 

 

Цитотоксични ефекат испитиваних супстанци одређен је помоћу МТТ 

колориметријског теста. Принцип МТТ теста заснива се на особини живих, метаболички 

активних ћелија које деловањем митохондријалних оксидоредуктаза редукују жути 3-

(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум-бромид до формазана који је 

љубичасте боје и не раствара се.  

МТТ тест је извођен у микротитар плочама са 96 бунара (96 Greiner Bio-One, 

CLS6509). После трипсинизације и бројања ћелија, помоћу мултиканалне пипете у сваки 

бунар је засејан једнак број ћелија (5×103 ћелија по бунару). Ћелије у плочи се остављају 

у инкубатор 24 сата како би им се омогућила адхеренција за дно бунара. После овог 

периода, приступа се третирању ћелија (HeLa, HCT-116 и MRC-5 ћелија) енонима и 

њиховим солима у концентрационим размацима од 0,3 до 100µМ (1, 3, 10, 30 и 100µM) у 

трајању од 48 и 72 сата. Након завршеног третирања ћелија испитиваним супстанцама, 

уклања се медијум са леком, а сваком бунару је додато по 100µL радног раствора MTT. 

Радни MTT раствор је добијен из MTT штока. МТТ шток се прави тако што се 5mg жутог 

тетразолијум-бромида (енгл. Thiazolyl blue tetrazolium bromide, Abcam, M2128-5G) 

раствара у 1,1mL PBS који је разблажен DMEM-ом у односу 1:10. Овај раствор стоји у 

плочи 2 сата на температури од 37ºC у атмосфери са 0,5% CO2. Након овог периода, МТТ 

раствор се вади и у бунаре се сипа по 200µL 100%-тног диметил-сулфоксида (DMSO-а) 

чија је улога да створене кристале формазана раствори. Интензитет љубичасте боје 

одређиван је мерењем апсорбанци на 595nm помоћу читача 96-микротитар плоча (Zenyth 

3100, Anthos Labtec Instruments).  

За одређивање концентрације испитиваних супстанци које одговарају IC50 

вредностима након третмана од 48 и 72 сата коришћен је софтвер Microsoft Office Excel 

2016, ED50plus v1.0 или GraphPad Prism 8. Проценат цитотоксичних ћелија одређен је 

формулом: Цитотоксичност (%) = (1 – (апсорбанца експерименталне групе / апсорбанца 

контролне групе) × 100). 

 

3.4. Морфологија третираних ћелија 

 

Потенцијални цитотоксични ефекат енона и њихових соли, поред страндардних 

молекуларних метода такође може бити испитан и потврђен употребом нативне 

фотографије. Наиме, цитотоксични и апоптотични ефекат супстанци неизоставно 

оставља последице које су лако уочљиве у изгледу третираних ћелија. Главне 

карактеристике морфологије сваке ћелије представљене су њеним обликом, 

адхерентношћу, контактном са другим околним ћелијама, бројем, обликом саме ћелије, 

обликом хроматина. Супстанце са цитотоксичним ефектом нарушавају нормалну 

морфологију ћелија које се могу визуализовати и детектовати употребом фазног 

микроскопа марке Olimpus, на увеличању 100X. Морфологија туморских и здравих 

ћелија које су третиране енонима и њиховим солима упоређује се са морфологијом 

контролних туморских и здравих ћелија. 
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3.5. Проточна цитометрија - Annexin V-FITC тест апоптотичности 

 

Након што је утврђено да постоји статистички значајна цитотоксичност 

испитиваних енона и њихових соли на HeLa и HCT-116 ћелијама, у следећем кораку 

испитиван је њихов ефекат на апоптозу помоћу проточне цитометрије коришћењем боје 

Annexin V-FITC/7-AAD (640922, Biolegend).  

Принцип методе се заснива на карактеристикама фосфатидил-серина који се код 

здравих ћелија налази унутар ћелијске мембране, орјентисан према цитоплазми ћелије. 

Деловањем цитотоксично-апоптотичних супстанци долази до активирања ових процеса 

и извртања фосфатидил-серина према екстрацелуларном простору деловањем ензима 

фосфолипаза при истовременој инхибицији аминофосфолипидних транслоказа. У циљу 

детектовања дислоцираног фосфатидил-серина код апоптотичних ћелија користи се 

Annexin V коњугован флуоресцеин изотиоцијанатом -FITC. Annexin V-FITC се користи као 

маркер за идентификацију ћелија које се налазе у раном стадијуму апоптозе. Везивањем 

фосфатидил-серина за Annexin V-FITC на таласној дужини од 488 nm долази до емисије 

зелене боје која идентификује апоптотичне ћелије. 

7-AAD представља флуоресцентну боју која показује афинитет према GC 

регионима у молекулу ДНК. Карактеристика овог једињења јесте та да не може 

дифундовати кроз мембрану живих ћелија. У ћелијама код којих је интегритет мембране 

нарушен, долази до уласка ове боје и њеног везивања за поменуте регионе на молекулу 

ДНК. Везивањем 7-AAD и молекула ДНК долази до стварања комплекса 7-AAD- DNА који 

емитује црвену флуоресценцију (647nm) приликом побуђивања ласером чиме се 

идентификује проценат некротичних ћелија. Такође, покретањем апоптотичне 

машинерије услед нарушеног интегритета ћелијске мембране Annexin V-FITC слободно 

дифундује унутар ћелије чиме је омогућено да се FITC веже за молекул ДНК што служи 

као маркер за идентификацију ћелија које су у касном стадијуму апоптозе. Различити 

стадијуми апоптозе бојених ћелија приказани су на слици 15. 

 

 
Слика 15. Различити стадијуми апоптозе бојених ћелија (Annexin V-FITC/7-AAD). 
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За живе ћелије карактеристично је да се не боје Annexin V-FITC/7-AAD бојама 

(Annexin V-FITC⁻ и 7-AAD⁻); ћелије које се налазе у раном стадијуму апоптозе су 

позитивне на бојење анексином а негативне на 7-AAD (Annexin V-FITC+ и 7-AAD⁻); ћелије 

у стадијуму касне апоптозе су дупло позитивне на бојење анексином и 7-AAD (Annexin 

V-FITC+ и 7-AAD+) и некротичне ћелије су негативне на бојење анексином а позитивне 

на бојење 7-AAD (Annexin V-FITC - и 7-AAD+). Укупни проценат ћелија које се налазе у 

процесу апоптозе добија се сабирањем процената ћелија које су у раном и касном 

стадијуму апоптозе. 

Након трипсинизације и бројања, HeLa и HCT-116 ћелије су засејаване у плоче са 

24 бунара (1×105 ћелија по бунару; Greiner Bio-One, 662160). Након инкубације ћелија 

током 24 сата, спроведен је третман IC50 вредностима енона и солима енона у току 48 

сати. После 48 часовног третмана, ћелије су пребачене у епрувете за проточну 

цитометрију, затим три пута испране хладним PBS-ом и ресуспендоване у 100µL хладног 

1×binding buffer (раствор FACS buffer и дестиловане воде у размери 1:10), обојене са 10µL 

Annexin V-FITC и 20µL 7-AAD и онда инкубиране 15 минута у мраку. После инкубације 

у сваку епрувету је додато по 400µL binding buffer, а проценат HeLa и HCT-116 ћелија које 

су у апоптози анализиран је помоћу проточног цитометра Cytomics FC500 (Beckman 

Coulter, USA). 

 

3.6. Проточна цитометрија – анализа регулаторних протеина 

апоптозе - Bах, Bcl-2 и каспазе-3 
 

У циљу утврђивања механизма апоптозе неопходно је било одредити експресију 

протеина који регулишу апоптозу (Bax-a, Bcl-2 и активне каспазе-3) што је вршено након 

48 часовног третмана HeLa и HCT-116 ћелија IC50 вредностима енона и њихових соли. 

Третман ћелија је праћен испирањем ћелија у хладном PBS-у и фиксацијом-

пермеабилизацијом ћелија употребом фиксационог и пермеабилизационог комплета 

(Fixation and Permeabilization Kit, eBioscience, 88-824-00).  

После пермеабилизације ћелија, урађена је инкубација примарним антителима у 

трајању од 20 минута ((разблажење примарног антитела у PBS-у износило је1:500), 

антитело за активни Bax (N20, sc-493, Santa Cruz Biotech. Inc), Bcl-2 (mhbcl01, Life 

technologies) и за каспазу-3 (#9661, Cell signaling Technology, USA)). Након инкубације 

ћелије, додавања 4mL PBS-а, а потом центрифугирања и одливања супернатанта ћелије 

су биле ресуспендоване у 100µL PBS-а и потом инкубиране секундарним антителом Alexa 

488 (11001, Invitrogen, USA). Разблажење секундарних антитела је било 1:1000 и вршено 

је у мраку 15 минута. 

После инкубације и још једног испирања PBS-ом, а затим центрифугирања и 

одливања супернатанта, ћелије су биле ресуспендоване у 300µL PBS-a и анализиране на 

проточном цитометру. Експресија протеина Bax-a, Bcl-2 и активне каспазе-3 анализирана 

је помоћу софтвера за проточну цитометрију (Flowing Software 2).  

Интензитет флуоресценције (IF) ћелија за Bax, Bcl-2 и активну каспазу-3 

израчунат је у односу на интензитет флуоресценције изотипске контроле. 

 

3.7. Флуоресцентна микроскопија – одређивање експресије и 

локализације цитохрома с  
 

У циљу потврде механизма апоптозе методом флуоресцентне микроскопије 

утврђена је експресија и локализација цитохрома c после 48 часовног третмана HeLa и 
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HCT-116 ћелија IC50 вредностима енона. Експресија и локализација цитохрома с рађене 

су на стакленим љуспицама на којима су ћелије биле адхериране. Процедура за 

постављање стаклених љуспица подразумевала је следећи приступ: непосредно пре 

засејавања ћелија, стаклене љуспице се стерилишу помоћу 80%-тног етанола и пламена. 

Стерилисане љуспице се потом помоћу стерилне пинцете постављају на дно бунара 

плоче (24 well plate).  

Култивисане ћелије су потом подигнуте коришћењем трипсина, избројане су 

(1×105 ћелија на сваку стаклену љуспицу), постављене на стаклене љуспице и остављене 

24 сата у инкубатор. После 24 сата, ћелије су биле третиране испитиваним енонима током 

48 сати, након чега су стаклене љуспице из бунара плоча биле извађене и постављене на 

носаче. Љуспице на чијој горњој страни се налазе ћелије испране су хладним PBS-ом и 

фиксиране помоћу 4% формалдехида у периоду од 30 минута. 

После фиксације, љуспице са ћелијама су биле испране PBS-ом и 

пермеабилизоване употребом 0,2%-тног Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379). После 

пермеабилизације уследило је поновно испирање и блокирање употребом blocking buffer-

а (0,1% Tween 20 и 10% FBS-а у PBS-у) у трајању од десет минута. Уклањање 

блокирајућег буфера врши се накнадним испирањем љуспица након чега се приступа 

инкубацији ћелија примарним антителом за цитохром с (антитело разблажено 1:100 у 

blocking buffer-у) у периоду од сат времена.  

Након инкубације примарним антителом, љуспице се испирају у PBS-у и ћелије 

се потом инкубирају у мраку секундарним антителом Alexa 488 и Alexa 594 у разблажењу 

1:200 у трајању од 30 минута.  

После инкубације секундарним антителима, љуспице су три пута опране у PBS-у, 

три пута у дупло дестилованој води и залепљене глицеролом на покровна стакла. Након 

тога посматрана су на микроскопу Olympus, модел BX51са увеличањем 400× и 1000×. 

Софтвер ImageJ је коришћен за мерење интензитета флуоресценције  

 

3.8. Одређивање промене митохондријалног мембранског 

потенцијала  
 

Очување стабилности митохондријалног мембранског потенцијала представља 

једну од основних карактеристика здраве ћелије. Промене у виду смањења 

митохондријалног мембранског потенцијала узрокују поремећаје у пропустљивости 

митохондријалних мембрана за велики број молекула у које убрајамо и егзогене, 

цитотоксичне молекуле или једињења. 

Дисфункције које су везане за промене у митохондријалном мембранском 

потенцијалу везане су за велики број обољења у које убрајамо дијабетес, 

кардиоваскулаторна обољења, различите видове карцинома и неуродегенеративне 

болести. 

У здравим ћелијама JC-10 боја је локализована у митохондријалном матриксу у 

виду агрегата (црвена флуоресценција), док код ћелија које су ушле у процес апоптозе и 

или некрозе, услед нарушеног потенцијала боја из матрикса митохондрија дифундује, 

постаје мономерна и мења флуоресценцију у зелену. Управо из овог разлога нарушавање 

интегритета митохондријалног мембранског потенцијала које је праћено транслокацијом 

JC-10 боје служи као један од маркера за рану апоптозу што се детектује употребом Flow 

цитометра или флуоресцентног микроскопа.  

За одређивање митохондријалног мембранског потенцијала коришћена је JC-10 

боја (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). HCT-116 ћелије су култивисане у плочи 

са 24 бунара (3×104 ћелија по бунару) 24 сата пре третирања у инкубатору (5% CO2, 37°C). 

Третман ћелија вршен је IC50 вредностима испитиваних енона у периоду од 48 сати. 
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Након истека третмана, медијум у коме су енони је извађен из бунара и ћелије су благо 

опране топлим PBS раствором и инкубиране су са 2.5µM JC-10 боје у инкубатору на 

5%CO2, 37°C у периоду од 20 минута.  

Након истека овог инкубационог периода, ћелије су испиране топлим 1xPBS-ом и 

посматране испод инвертног флуоресцентног микроскопа марке Olympus IX50. Добијене 

слике су анализиране помоћу ImageJ софтвера. За квантификациону анализу коришћен 

је однос флуоресцентне емисије на 525nm и 590nm. 

 

3.9. Ћелијски циклус 

 

Ћелијски циклус представља низ сложених процеса који доводе до дупликације и 

подједнаке дистрибуције генетичког материјала ћелијама потомцима. Ћелијски циклус 

може да се подели на две главне фазе: интерфаза (G0, G1, S и G2 фаза) и М фаза. Током 

интерфазе у ћелијама долази до повећања ћелије услед активиране синтезе РНК и 

протеина (слика 16). За Gap 0 (G0) подфазу карактеристично је да се ћелија налази у 

периоду стагнације, тј. нема деобе. У следећој Gap1 (G1) подфази ћелија се увеличава и 

синтетише велики број протеина. За ову подфазу карактеристично је присуство прве 

контролне тачке (G1 Checkpoint) током које се проверава да ли је ћелија спремна за даљи 

ток у ћелијском циклусу. Током S фазе (синтезе) долази до умножавања молекула ДНК 

(репликација); Gap2 (G2) представља фазу у ћелијском циклусу током које постоји пауза 

између синтезе ДНК и митозе. За ову фазу је карактеристична друга контролна тачка (G2 

Checkpoint). Током последње фазе ћелијског циклуса, митозе, долази до раздвајања 

хромозома и ћелијске деобе.  

                            

 

Слика 16. Шематски приказ фаза ћелијског циклуса 

 

За одређивање ефеката енона на ћелијски циклус, HCT-116 и HeLa ћелије су 

третиране IC50 вредностима испитиваних супстанци у периоду од 48 сати. Након 

третирања, ћелије су биле испране помоћу PBS-а и фиксиране у хладном 70% етанолу 

током ноћи на температури од +4°C. Фиксиране ћелије се ресуспендују и инкубирају у 

1mL PBS-са RNA-зом A (500μg/mL) (12091021, Sigma Aldrich) на 37°C у трајању од 30 

минута. Додавањем 5μL раствора за бојење (10mg пропидијум јодид/mL PBS) (B7758, 
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Biotrend) ћелије се инкубирају 15 минута у мраку. Након овог периода следи анализирање 

ћелијског циклуса користећи flow цитометар, Cytomics FC500. Садржај ДНК је био 

одређен употребом Flowing Software-а а сама дистрибуција ћелија у ћелијском циклусу је 

презентована помоћу хистограма. 

 

3.10. Статистичка анализа података 

 

Нумерички подаци су приказани као средња вредност ± стандардна девијација 

(SD) за три пута поновљена појединачна експеримента. За статистичку анализу података 

коришћен је комерцијални програмски пакет SPSS (верзија 20). За анализу података са 

нормалном расподелом коришћен је Student-ов t-теста, а за податке који нису пратили 

нормалну расподелу коришћен је Kruskal-Wallis-ов тест.  

Mann-Whitney-јев тест је примењен за обраду података суме рангова. Статистички 

значајним резултатима сматрани су они резултати код којих је p вредност била мања или 

једнака вредности од 0,05. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

У циљу испитивања биолошких ефеката новосинтетисаних енона, употребом 

МТТ теста одређиван је цитотоксични ефекат енона на свим испитиваним ћелијама у 

периоду од 48 и 72 сата. Цитотоксични ефекат новосинтетисаних енона упоређиван је са 

цитотоксичним ефектом цисплатине која је коришћена као позитивна контрола.  

 

4.1. Цитотоксични ефекат енона и соли енона 

 

Да би новосинтетисане супстанце могле да буду предмет испитивања биолошких 

ефеката на туморским ћелијама, најпре је неопходно доказати да не испољавају 

цитотоксично дејство на здравим ћелијама. Новосинтетисани молекули енона 

примењени у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 100µМ не испољавају цитотоксични 

ефекат према здравим ћелијама (МRС-5). Резултати МТТ теста показали су да су сви 

новосинтетисани енони (Е1-Е4) испољили статистички значајно мањи (р<0,05*) 

цитотоксични ефекат према здравим МRС-5 ћелијама у односу на туморске ћелије 

(р<0,05* и 0,01**) током 48 часовног третмана (График 1). Цитотоксични ефекат свих 

новосинтетисаних енона био је дозно зависан. 

Најпре је испитиван цитотоксични ефекат новосинтетисаних енона на здравим 

MRC-5 ћелијама. За Енон 1 (График 1А), који је апликован у свим испитиваним 

концентрацијама током 48 сати, проценат цитотоксичних МRС-5 ћелија кретао се у 

опсегу од 2,55% до максималних 17,38% за највећу апликовану дозу Енона 1 од 100µМ. 

Енон 2 (График 1Б) је током 48 сати имао статистички значајно најнижи цитотоксични 

ефекат (р<0,05*) према здравим ћелијама. Проценат цитотоксичности кретао се од 3,7% 

(за најнижу коришћену концентрацију - 1µМ) до 13,6% (за највишу коришћену 

концентрацију - 100µМ).  

Проценат цитотоксичних МRС-5 ћелија које су третиране Еноном 3 (График 1В) 

током 48 сати износио је од 1,6% (за најнижу дозу 1µМ) до 16,38% за највишу апликовану 

дозу (100µМ). Проценат цитотоксичних МRС-5 ћелија третираних Еноном 4 (График 1Г) 

је био највећи током третмана од 48 сати. Проценат цитотоксичних МRС-5 ћелија кретао 

се од 2,2% до 17,5% за највећу апликовани дозу. МТТ тестом цитотоксичности показано 

је да сви новосинтетисани енони испољавају статистички значајно (р<0,05* и 0,01**) 

слабији цитотоксични ефекат према здравим ћелијама чиме је био испуњен услов за 

њихово даље испитивање и одређивање цитотоксичног ефекта према различитим 

ћелијама тумора (HeLa и HCT-116).  

Цитотоксични ефекти новосинтетисаних енона и њихових соли били су 

упоређивани са цитотоксичним ефектима цисплатине која је била примењена у истим 

концентрацијама у истим временским интервалима на испитиваним туморским ћелијама. 

Сви резултати испитивања цитотоксичних дејстава испитиваних супстанци били су 

упоређивани са њиховим ефектима на здравим, контролним ћелијама. 
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График 1. Цитотоксични ефекти различитих новосинтетисаних енона (Е1-Е4) 

примењених у различитим концентрацијама током 48 часова на три врсте испитиваних 

ћелија (HeLa, HCT-116 и MRC-5) (А, Б, В и Г). Д. Цитотоксични ефекат цисплатине 

примењене у различитим концентрацијама током 48 часова на испитиваним ћелијама. 

Цисплатина је коришћена као позитивна контрола. Приказани резултати представљају 

средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± стандардна 

грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране су p 

вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Резултати МТТ теста за новосинтетисане еноне и на туморским ћелијама показали 

су да су сви испитивани енони испољили статистички значајан (р<0,05* и 0,01**) 

цитотоксични ефекат на туморским ћелијама у односу на здраве, контролне ћелије. 

За Енон 1 (График 1А), који је апликован у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 100µМ 

током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у распону од 3,1% до 

максималних 39,2% за највећу апликовану дозу (100µМ). Статистички значајно повећање 

(р<0,05*) процента цитотоксичних HeLa у односу на здраве МRС-5 ћелије (2,3 пута) било 

је присутно при дозама Енона 1 од 30 и 100µМ. Цитотоксични ефекат Енона 1 

примењеног у свим испитиваним концентрацијама испољио је високу статистичку 

значајност (р<0,01**) према HCT-116 у односу на здраве МRC-5 ћелије. Цитотоксични 
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ефекат Енона 1 у концентрацији од 1µМ на HCT-116 ћелијама (График 1А) био је 5,25 

пута већи у односу на здраве МRС-5 и 4,3 пута већи у односу на HeLa ћелије. При највећој 

концентрацији (100µМ) Енон 1 на HCT-116 ћелијама испољио је 1,7 пута већи 

цитотоксични ефекат у односу на HeLa ћелије и 3,9 пута већу цитотоксичност у односу 

на здраве ћелије.  

За Енон 2 (График 1Б), који је апликован у концентрацијама (1, 3, 10, 30 и 100µМ) 

током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 4,75% до 

максималних 52% за највећу апликовану дозу (100µМ). Статистички значајно повећање 

(р<0,05*) процента цитотоксичних HeLa у односу на здраве МRС-5 ћелије (четири пута) 

било је присутно при дози Енона 2 од 3 до 100µМ . Цитотоксични ефекат Енона 2 

примењеног у свим испитиваним концентрацијама испољио је високу статистичку 

значајност (р<0,01**) према HCT-116 у односу на здраве МRC-5 ћелије. Цитотоксични 

ефекат Енона 2 у концентрацији од 1µМ на HCT-116 ћелијама (График 1Б) био је 3 пута 

већи у односу на здраве МRС-5 и 2,3 пута већи у односу на HeLa ћелије. При највећој 

концентрацији (100µМ) Енон 2 на HCT-116 ћелијама испољио је 1,4 пута већи 

цитотоксични ефекат у односу на HeLa ћелије и 5,3 пута већу цитотоксичност у односу 

на здраве ћелије.  

За Енон 3 (График 1В), који је апликован у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 100µМ 

током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 5,4% до 

максималних 33.9% за највећу апликовану дозу (100µМ). Статистички значајно повећање 

процента цитотоксичних HeLa у односу на здраве МRС-5 ћелије било је регистровано 

при свим апликованим дозама Енона 3 (р<0,05*). Цитотоксични ефекат Енона 3 

примењеног у свим испитиваним концентрацијама испољио је високу статистичку 

значајност (р<0,01**) према HCT-116 у односу на здраве МRC-5 ћелије. Цитотоксични 

ефекат Енона 3 у концентрацији од 1µМ на HCT-116 ћелијама (График 1В) био је седам 

пута већи у односу на здраве МRС-5 и два пута већи у односу на HeLa ћелије. При 

највећој концентрацији (100µМ) Енон 3 на HCT-116 ћелијама испољио је 2,2 пута већи 

цитотоксични ефекат у односу на HeLa ћелије и 4,5 пута већу цитотоксичност у односу 

на здраве ћелије. 

За Енон 4 (График 1Г), који је апликован у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 100µМ 

током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 12,1% до 

макисмалних 60,7% за највећу апликовану дозу (100µМ). Статистички значајно повећање 

(р<0,01**) процента цитотоксичних HeLa у односу на здраве МRС-5 ћелије (5,7 пута) 

било је присутно при дози Енона 4 од 1µМ. Остале испитиване концентрације Енона 4 

на HeLa туморским ћелијама показале су статистички значајну (р<0,05*) разлику у 

односу на контролне ћелије. Цитотоксични ефекат Енона 4 у концентрацији од 1µМ на 

HCT-116 ћелијама (График 1В) био је пет пута већи у односу на здраве МRС-5 ћелије. 

При највећој концентрацији (100µМ) Енон 4 на HCT-116 и HeLa ћелијама испољио је 

сличан, статистички значајан (р<0,01**) цитотоксични ефекат док је проценат 

цитотоксичних HCT-116 ћелија био четири пута већи у односу на здраве ћелије. 

Цитотоксични ефекат цисплатине према туморским ћелијама, иако је сличан 

цитотоксичним ефектима новосинтетисаних енона, није даље узиман у обзир и у 

експерименталне процедуре услед високог степена цитотоксичности које цисплатина 

показује према здравим ћелијама, за разлику од новосинтетисаних енона код којих је 

цитотоксични ефекат према здравим ћелијама био значајно мањи у односу на ефекте 

цисплатине. Цисплатина примењена током 48 сати на туморским ћелијама испољила је 

статистички значајно већи цитотоксични ефеката (р<0,01**) у односу на ефекат према 

здравим ћелијама при дозама од 3 и 10µМ.  

Добијени резултати показали су да новосинтетисани енони испољавају најјачи 

цитотоксични ефекат на HCT-116 ћелијама, потом на HeLa ћелијама и на крају најнижи 
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цитотоксични ефекат био је испољен на здравим ћелијама. На основу добијених 

резултата МТТ теста, редослед (секвенца) цитотоксичности испитиваних 

новосинтетисаних енона (од највеће ка најмањој) према туморским HCT-116 ћелијама 

може се приказати на следећи начин – Е2-Е1-Е3-Е4 (42,54; 41,69; 40,89 и 38,13). Редослед 

(секвенца) цитотоксичности испитиваних новосинтетисаних енона (од највеће ка 

најмањој) према туморским HeLa ћелијама може се приказати на следећи начин – Е4-Е2-

Е1-Е3 (38,13; 26,35; 18,66 и 17,92). Просечна цитотоксичност испитиваних 

новосинтетисаних енона (од највеће ка најмањој) према здравим МRС-5 ћелијама може 

се приказати на следећи начин – Е1-Е4-Е3-Е2 (10,91; 8,97; 8,81 и 7,84). 

Резултати испитивања цитотоксичних ефеката новосинтетисаних енона на 

испитиваним ћелијама током 72 сата (График 2) дали су следеће резултате - проценат 

цитотоксичних здравих MRC-5 ћелија након 72 сата третмана новосинтетисаним 

енонима био је статистички значајно повећан у односу на третман од 48 сати (р<0,01**); 

проценат цитотоксичних HCT-116 туморских ћелија након третмана свим испитиваним 

енонима био је статистички значајно повећан у односу на контролне ћелије (р<0,05*), а 

на HeLa ћелијама цитотоксични ефекат испитиваних није испољио статистичку 

значајност у односу на контролне, здраве ћелије.  

Цитотоксични ефекат Енона 1 примењеног у свим испитиваним концентрацијама 

током 72 часа имао је високу статистичку значајност (р<0,05*) према HCT-116 у односу 

на здраве МRC-5 ћелије. Цитотоксични ефекат Енона 1 према HCT-116 ћелијама (График 

2А) кретао се у опсегу од 66-73% за све испитиване концентрације. За Енон 2 проценти 

цитотоксичних HCT-116 ћелија кретали су се у опсегу од 65-72%; за Енон 3 од 66-70% и 

за Енон 4 - 66-71%. 

Такође још једна значајност била је испољена у случају испитиваног Енона 4. 

Наиме, за овај енон није постојала разлика у цитотоксичном ефекту према туморским 

ћелијама у односу на контролне, здраве ћелије. Јасни тренд у цитотоксичном ефекту 

новосинтетисаних енона као и у дозно зависном цитотоксичном ефекту према туморским 

ћелијама није био толико јасно диференциран и уочљив током третмана од 72 сата као у 

случају третмана у трајању од 48 сати.  

Сви испитивани енони (у свим концентрацијама) током 72 сата имали су сличне 

вредности процента апоптотичних ћелија уколико се посматрају појединачне туморске 

ћелије. Управо овакви резултати показали су да се секвенца (редослед) цитотоксичног 

дејства енона не може успоставити током периода од 72 сата.  

Цитотоксични ефекти цисплатине током 72 сата на испитиваним ћелијама 

(туморским и здравим) показали су висок степен неселективности. Једина статистички 

значајна разлика (р<0,05*) у цитотоксичном дејству цисплатине била је присутна на HeLa 

ћелијама при дози од 3µМ (График 2Д). 
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График 2. Цитотоксични ефекти различитих новосинтетисаних енона (Е1-Е4) 

примењених у различитим концентрацијама током 72 сата на три врсте испитиваних 

ћелијских линија (HeLa, HCT-116 и MRC-5) (А, Б, В и Г). Д. Цитотоксични ефекат 

цисплатине примењене у различитим концентрацијама током 72 часа на испитиваним 

ћелијама. Цисплатина је коришћена као позитивна контрола. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Након испитивања цитотоксичног дејства новосинтетисаних енона, у даљим 

експериментима били су испитивани цитотоксични ефекти соли енона на туморским и 

здравим ћелијама током оба временска интервала (График 3 и 4). Најпре је испитиван 

цитотоксични ефекат новосинтетисаних соли енона на здравим MRC-5 ћелијама у 

периоду од 48 сати (График 3). 

Резултати су показали да су цитотоксични ефекти новосинтетисаних соли енона 

на здравим ћелијама значајно нижи у односу на цитотоксичне ефекте које су соли енона 

имале према туморским ћелијама. Проценти цитотоксичних MRC-5 ћелија третираних 

солима Енона 1 (од најниже до највише коришћене концентрације) кретали су се у опсегу 
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од 5,78 до максималних 12,5%. За со Енона 2 (од 2,45 до 9,47%), со Енона 3 (од 6,6 до 

14%) и со Енона 4 (од 7,4 до 28,5%). 

Резултати МТТ теста за новосинтетисане соли енона на туморским ћелијама 

показали су следеће - већина испитиваних соли енона су испољиле статистички значајне 

(р<0,01**) цитотоксичне ефекте на туморским ћелијама у односу на здраве, контролне 

ћелије. 

Со Енона 1 (График 3А), која је апликована у концентрацији од 1µМ није 

испољила статистички значајну разлику у цитотоксичном ефекту између туморских и 

здравих ћелија. Међутим со Енона 1 апликована у дозама од 3, 10, 30 и 100µМ током 48 

сати, испољила је статистички значајан цитотоксични ефекат на HeLa ћелијама који се 

кретао у опсегу од 19% (3µМ) до макисмалних 34% за највећу апликовану дозу (100µМ), 

док се за HCT-116 ћелије овај опсег кретао од 21 до 55% (од најниже до највише 

коришћене дозе соли Енона 1).  

Соли Енона 1 (График 3А) испољиле су статистички значајну (р<0,01**) разлику 

у цитотоксичном ефекту између туморских HCT-116 и HeLa у односу на здраве МRС-5 

ћелије при дозама од 3-100µМ. Соли Енона 1 су испољиле снажнији цитотоксични ефекат 

према туморским HCT-116 у односу на HeLa ћелије.  

За со Енона 2 (График 3Б), која је апликована у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 

100µМ током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 11% до 

максималних 42% за највећу апликовану дозу (100µМ), за HCT-116 ћелије овај опсег је 

износио од 13% до 57% (од најниже до највише коришћене дозе соли Енона 2). 

Статистички значајно повећање (р<0,01**) процента цитотоксичних HeLa и HCT-116 у 

односу на здраве МRС-5 ћелије било је присутно у свим испитиваним дозама соли Енона 

2.  

За со Енона 3 (График 3В), која је апликована у концентрацијама од 1, 3, 10, 30 и 

100µМ током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 7,5% до 

максималних 32% за највећу апликовану дозу (100µМ), а за HCT-116 ћелије овај опсег је 

износио од 11,5% до 48% (од најниже до највише апликоване дозе соли Eнона 3). Со 

Енона 3 примењена у концентрацијама од 10, 30 и 100µМ током 48 сати показала је 

високу статистички значајну (р<0,01**) разлику између цитотоксичног ефекта на 

туморским HeLa и HCT-116 у односу на здраве, контролне ћелије.  

За со Енона 4 (График 3Г), која је апликована у концентрацијама (1, 3, 10, 30 и 

100µМ) током 48 сати, проценат цитотоксичних HeLa ћелија био је у опсегу од 6,5% до 

максималних 32% за највећу апликовану дозу (100µМ), а за HCT-116 ћелије овај опсег је 

износио од 11 до 42% (од најниже до највише апликоване дозе соли Eнона 4). Со Eнона 

4 на HeLa и HCT-116 ћелијама имала је значајан (р<0,01**) цитотоксични ефекат (у 

концентрацијама од 10, 30 и 100 µМ) у односу на здраве, контролне ћелије.  

Цитотоксични ефекти цисплатине (График 3Д) показали су високу статистички 

значајну (р<0,01**) разлику између туморских и здравих, контролних ћелија (у 

концентрацијама од 3-100µМ). Цисплатина је имала већи цитотоксични ефекат у односу 

на испитиване соли енона, али такође је имала и висок степен цитотоксичних здравих 

ћелија. 

На основу добијених резултата МТТ теста, просечна цитотоксичност испитиваних 

новосинтетисаних соли енона (од највеће ка најмањој) према туморским HCT-116 

ћелијама може се приказати на следећи начин – Е2-Е1-Е3-Е4 (39; 37; 32 и 29). Средња 

вредност цитотоксичност испитиваних новосинтетисаних соли енона (од највеће ка 

најмањој) према туморским HeLa ћелијама може се приказати на следећи начин – Е2-Е1-

Е3-Е4 (29; 25; 22 и 22 – средње вредности цитотоксичности).  

Средња вредност цитотоксичност испитиваних новосинтетисаних соли енона (од 

највеће ка најмањој) према здравим МRС-5 ћелијама може се приказати на следећи начин 
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– Е2-Е1-Е3-Е4 (8; 12; 14 и 15). У поређењу са енонима, соли енона испољавају 

статистички значајно слабији цитотоксични ефекат на туморске ћелије током 48 сати. Све 

испитиване соли енона током третмана од 48 сати имале су дозно зависан ефекат. 

 

 
 

График 3. Цитотоксични ефекти различитих новосинтетисаних соли енона (Со Е1-Е4) 

примењених у различитим концентрацијама током 48 сати на три врсте испитиваних 

ћелијских линија (HeLa, HCT-116 и MRC-5) (А, Б, В и Г). Д. Цитотоксични ефекат 

цисплатине примењене у различитим концентрацијама током 48 сати на испитиваним 

ћелијама. Цисплатина је коришћена као позитивна контрола. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

Цитотоксични ефекти новосинтетисаних соли енона на здравим MRC-5 ћелијама 

у периоду од 72 сата кретали су се у опсегу од 22-40% (со Енона 1), 24-33% (со Енона 2), 

25-39% (со Енона 3) и 23-43% за со Енона 4. 

Соли енона нису испољиле статистички значајну разлику у цитотоксичном дејству 

између туморских HeLa и здравих MRC-5 ћелија. Со Енона 1 није имала статистички 

значајан цитотоксични ефекат на туморским HCT-116 ћелијама у односу на контролне, 

здраве ћелије (График 4А). У случају соли Енона 2 примењених у свим концентрацијама 
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током периода од 72 сата на туморским HCT-116 ћелијама резултати МТТ теста показали 

су статистички значајну (р<0,01**) разлику у односу на здраве ћелије (График 4Б). За 

соли Енона 3 и 4 (примењене у високим концентрацијама– График 4В и Г) статистичка 

разлика у цитотоксичности на HCT-116 ћелијама је износила 0,05* у односу на здраве 

ћелије. Такође, резултати МТТ теста након третмана од 72 сата указују на то да нема 

статистички значајне разлике у цитотоксичном ефекту различитих соли енона између 

HeLa и здравих MRC-5 ћелија. 

 

 
График 4. Цитотоксични ефекти различитих новосинтетисаних соли енона (Со Е1-Е4) 

примењених у различитим концентрацијама током 72 сата на три врсте испитиваних 

ћелијских линија (HeLa, HCT-116 и MRC-5) (А, Б, В и Г). Д. Цитотоксични ефекат 

цисплатине примењене у различитим концентрацијама током 72 сата на испитиваним 

ћелијама. Цисплатина је коришћена као позитивна контрола. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 
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4.2. IC50 вредност концентрација енона и соли енона 

 

Након добијених резултата цитотоксичних ефеката новосинтетисаних енона и 

њихових соли на туморским ћелијама, у даљем експерименталном кораку била је 

израчуната IC50 вредност концентрација свих испитиваних супстанци у испитиваним 

временским интервалима (Табела 1а и 1б). 

Под IC50 (половина максималне инхибиторне концентрације) вредности 

подразумева се концентрација неке супстанце која у испитиваном временском интервалу 

узрокује инхибицију одређеног процеса за 50%. У циљу израчунавања IC50 вредности 

коришћени су доступни програмски пакети (видети одељак материјал и методе). 

У Табели 1 и 2 израчунате IC50 вредности за новосинтетисане еноне и њихове соли 

у испитиваним временским интервалима показали су да следеће најниже IC50 вредности 

новосинтетисаних енона за 48 часова израчунате су према HCT-116 ћелијама (од 5,106-

Е2; 6,06-Е1; 6,8-Е3 и 9,425µМ за Е4); потом су следеће израчунате IC50 вредности биле 

за HeLa ћелије (13,37-Е2; 17,31-Е1; 18,19-Е3 и 20,13µM за Е4).  

Израчунате вредности IC50 за здраве ћелије су биле статистички значајно веће у 

поређењу са IC50 вредностима за испитиване туморске ћелије. За следећи испитивани 

интервал од 72 сата, IC50 вредности су биле очекивано ниже у односу на интервал од 48 

сати. 

 

      IC50 (µM)     

    48 ч     72 ч   

  HeLa HCT-116 MRC-5 HeLa  HCT-116  MRC-5  

E1 17.31±1.19 6.06±0.96 >150 3.59±0.3 1.12±0.1 68.85+2,3 

E2 13.37±1.43 5.106±0.92 >200 3.43±0.09 0.9±0.2 91.47+1,98 

E3 18.19±1.33 6.8±1.01 >100 3.96±0.1 1.64±0.1 74.42+9,84 

E4 20.13±1.19 9.425±1.78 >100 4.129±0.8 2.0±0.1 81.51+2,54 

CisPt 16,5+0,98 13,6+1,45 30.98+2,67 3.62+0,82 7.08+1,6 86.1+1,65 

 

Табела 1. IC50 вредности испитиваних енона на туморским ћелијама у периоду од 48 и 

72 сата. 

 

      IC50 (µM)     

    48 ч     72 ч   

  HeLa HCT-116 MRC-5 HeLa  HCT-116  MRC-5  

Со E1 51.34±0.19 32.66±1.82 >100 20.67±1.05 14.85±0.76 88.85+1,3 

Со E2 49.76±1.22 30.94±2.11 >90 18.12±0.93 14.25±0.78 91.31+1,28 

Со E3 54.71±2.03 55.27±2.08 >100 23.14±1.81 14.92±0.86 76.42+1,37 

Со E4 55.19±1.89 77.11±3.82 >100 29,05±1.43 15.65±1.03 84.51+1,24 

CisPt 16,5+0,98 13,6+1,45 30.98+2,67 3.62+0,82 7.08+1,6 32.1+1,05 

 

 

Табела 2. IC50 вредности испитиваних соли енона на туморским ћелијама у периоду од 

48 и 72 сата. 

 

Израчунате IC50 вредности за испитиване соли енона током третмана од 48 и 72 

часа, приказане су у Табели 1б. На основу приказаних резултата, јасно се може закључити 

да су у оба испитивана временска интервала сви испитивани енони имали ниже IC50 
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вредности у односу на соли енона. Као и у случају енона, соли енона су имале ниже IC50 

вредности на ћелијама карцинома колона у односу на карцином цервикса. Поред виших 

IC50 вредности соли енона, ови молекули су испунили услов за даље испитивање. 

 

4.3. Индекс селективности 

 

Индекс селективности предстаља степен или меру токсичности одређене 

супстанце на туморским ћелијама у односу на здраве ћелије што нам даје увид у 

специфичност одређене супстанце према туморским ћелијама. Резултати који су 

приказани у Табели 3 указују на висок степен селективности енона и њихових 

одговарајућих соли. Индекс селективности био је виши код енона у одноу на њихове 

одговарајуће соли, и био је виши према ћелијама карцинома колона у односу на ћелије 

карцинома цервикса. 

 

SI 

(selectivity 

index) 

 

48h 

 

72h 

 HeLa  HCT-116 HeLa HCT-116 

E1 8.67 24.75 19.18 61.47 

E2 14.96 39.22 26.67 101.63 

E3 5.50 14.71 18.79 45.38 

E4 4.97 10.62 19.74 40.76 

cisPt 1.88 2.28 23.78 12.16 
 

Табела 3. Индекс селективности енона у периоду од 48 и 72 сата на испитиваним 

туморским ћелијама 

 

4.4. Утицај новосинтетисаних енона и соли енона на морфологију 

третираних туморских ћелија 
 

Нормална морфологија ћелија представља једну од карактеристика свих здравих 

и туморских ћелија. Очувана морфологија је неопходна за нормалан метаболизам, раст, 

развој, контакте са околним ћелијама и нормалну адхерентност за подлогу раста. 

Деловањем различитих фактора долази до поремећаја нормалне морфологије ћелија и 

нарушавања њених основних ентитета. Променом равнотеже у правцу различитих 

типова ћелијске смрти, директно се утиче на метаболизам и морфологију ћелија.  

Даље испитивање односило се на ефекат новосинтетисаних енона и њихових соли 

на морфологију и изглед туморских ћелија након третмана испитиваним супстанцама 

током 48 сати и 72 сата. Морфологија третираних туморских ћелија била је упоређивана 

у односу на нетретиране туморске ћелије (Слика 17-20). 
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Слика 17. Морфологија туморских (HCT-116 и HeLa) ћелија након третмана 

испитиваним новосинтетисаним енонима у периоду од 48 сати. Морфологија третираних 

туморских ћелија упоређивана је са контролним, нетретираним туморским ћелијама. У 

испитивању ефеката новосинтетисаних енона на морфологију туморских ћелија 

коришћене су концентрације од 10, 30 и 100µМ. На сликама је дат граничник који 

представља величину од 100µm, 20x увеличање за HeLa и 40x увеличање за HCT-116 

ћелије. 

 

 
Слика 18. Морфологија туморских (HCT-116 и HeLa) ћелија након третмана 

испитиваним новосинтетисаним енонима у периоду од 72 сата. Морфологија третираних 

туморских ћелија упоређивана је са контролним, нетретираним туморским ћелијама. У 

испитивању ефеката новосинтетисаних енона на морфологију туморских ћелија 

коришћене су концентрације од 10, 30 и 100µМ. На сликама је дат граничник који 

представља величину од 100µm, 20x увеличање за HeLa и 40x увеличање за HCT-116 

ћелије. 
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Слика 19. Морфологија туморских (HCT-116 и HeLa) ћелија након третмана 

испитиваним новосинтетисаним солима енона у периоду од 48 сати. Морфологија 

третираних туморских ћелија упоређивана је са контролним, нетретираним туморским 

ћелијама. У испитивању ефеката соли енона на морфологију туморских ћелија 

коришћене су концентрације од 10, 30 и 100µМ. На сликама је дат граничник који 

представља величину од 100µm, 20x увеличање за HeLa и 40x увеличање за HCT-116 

ћелије. 

 
 

Слика 20. Морфологија туморских (HCT-116 и HeLa) ћелија након третмана 

испитиваним новосинтетисаним солима енона у периоду од 72 сата. Морфологија 

третираних туморских ћелија упоређивана је са контролним, нетретираним туморским 

ћелијама. У испитивању ефеката соли енона на морфологију туморских ћелија 

коришћене су концентрације од 10, 30 и 100µМ. На сликама је дат граничник који 

представља величину од 100µm, 20x увеличање за HeLa и 40x увеличање за HCT-116 

ћелије. 
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Резултати испитивања ефеката новосинтетисаних енона и њихових соли на 

морфологију туморских ћелија показали су да испитиване супстанце узрокују дозно 

зависан ефекат на смањење основних ентитета морфологије ћелија. Број третираних 

ћелија био је смањен и био је у директном односу у односу са примењеном дозом 

новосинтетисаних енона и њихових соли. Облик третираних туморских ћелија у односу 

на њихове контролне ћелије био је значајно измењен услед третмана испитиваним 

супстанцама.  

Третиране туморске ћелије су постале округле, скраћене, њихов број је био 

значајно смањен и са последичним губитком контакта са околним ћелијама и значајним 

губитком адхерентности што је резултовало „одлепљивањем“ ћелија од површине. Све 

промене морфологије испитиваних туморских ћелија на основу доступне литературе, 

могу да се опишу као промене морфологије које одговарају процесу апоптозе. 

 

4.5. Утицај енона и соли енона на апоптозу третираних ћелија  

 

Након утврђивања цитотоксичних ефеката новосинтетисаних енона и њихових 

соли, као и измене у морфологији третираних туморских (HCT-116 и HeLa) ћелија, у 

следећем кораку одређиван је тип ћелијске смрти индуковане од стране испитиваних 

супстанци на туморским ћелијама. Туморске (HCT-116 и HeLa) ћелије биле су 

култивисане до достизања конфлуентности (одељак Материјал и методе) и потом су биле 

третиране IC50 вредностима испитиваних супстанци у периоду од 48 сати. Бојење 

туморских ћелија спроведено је употребом Annexin V-FITC/7-AAD (7-amino-actinomycin-

D) боје а добијени резултати су били очитани коришћењем Flow cytometer-а. 

Апоптотични ефекат новосинтетисаних енона и њихових соли на туморским ћелијама 

био је упоређиван са апоптотичним ефектом цисплатине и упоређиван је са контролним, 

нетретираним туморским ћелијама (График 5 и 6). 

Резултати анализе апоптотичног дејства новосинтетисаних енона на HCT-116 

ћелијама показали су да су сви новосинтетисани енони статистички значајно повећали 

проценат ћелија у апоптози у односу на контролне ћелије (*р<0,05) (График 1Б). 

Контролне HCT-116 ћелије имале су 92,7% живих, 0,3% некротичних и 6,98% 

апоптотичних (од тога 1,5% ћелија је било у касној и 5,48% у раној фази апоптозе) ћелија.  

Енон 1 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HCT-

116 ћелија (59,5%) у односу на контролне ћелије (контрола-6,98%); смањио је проценат 

живих ћелија (40,4%) у односу на контролне (92,7%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,1%) у односу на контролне (0,3%) ћелије.  

Енон 2 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HCT-

116 ћелија (61,6%) у односу на контролне ћелије (контрола-6,98%); смањио је проценат 

живих ћелија (38,4%) у односу на контролне (92,7%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,2%) у односу на контролне (0,3%) ћелије.  

Енон 3 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HCT-

116 ћелија (52,1%) у односу на контролне ћелије (контрола-6,98%); смањио је проценат 

живих ћелија (47,7%) у односу на контролне (92,7%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,2%) у односу на контролне (0,3%) ћелије.  

Енон 4 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HCT-

116 ћелија (47,2%) у односу на контролне ћелије (контрола-6,98%); смањио је проценат 

живих ћелија (52,6%) у односу на контролне (92,7%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,11%) у односу на контролне (0,3%) ћелије.  

Апоптотични ефекат цисплатине (59,69%) такође је био статистички значајно 

повећан (*р<0,05) у односу на контролне ћелије (6,98%), али није показивао статистички 
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значајну разлику у односу на апоптотични ефекат новосинтетисаних енона (изузев Е4) 

(*р<0,05). 

 
 

График 5. А. Тачкасти приказ дистрибуције HCT-116 ћелија након третмана 

испитиваним IC50 вредностима новосинтетисаних енона у периоду од 48 сати. Б. 

Стубичасти приказ дистрибуције ћелија у различитим фазама апоптозе индуковане 

новосинтетисаним енонима у поређењу са цисплатином и контролним ћелијама. 

Приказани резултати представљају средњу вредност три независна експеримента 

урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном разликом у 

цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*). 
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График 6. А. Тачкасти приказ дистрибуције HeLa ћелија након третмана испитиваним 

IC50 вредностима новосинтетисаних енона у периоду од 48 сати. Б. Стубичасти приказ 

дистрибуције ћелија у различитим фазама апоптозе индуковане новосинтетисаним 

енонима у поређењу са цисплатином и контролним ћелијама. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

Апоптотични ефекат новосинтетисаних енона статистички значајно је био мањи 

на HeLa у односу на HCT-116 ћелије током третмана од 48 сати. Редослед апоптотичног 
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дејства новосинтетисаних енона за туморске HeLa ћелије био је исти (Е2-Е1-Е3-Е4) и 

одговарао је резултатима секвенце цитотоксичности који су добијени МТТ тестом.  

Резултати анализе апоптотичног дејства новосинтетисаних енона на HeLa 

ћелијама показали су да су сви новосинтетисани енони статистички значајно (*р<0,05 и 

**р<0,01) повећали проценат апоптотичних HeLa ћелија у односу на контролне ћелије 

(График 6Б). Контролне HeLa ћелије имале су 98,8% живих, 1,01% некротичних и 0,23% 

апоптотичних (од тога 0,16% ћелија је било у касној и 0,074% у раној фази апоптозе) 

ћелија.  

Енон 1 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HeLa 

ћелија (43,03%) у односу на контролне ћелије (контрола-0,23%); смањио је проценат 

живих ћелија (56,9%) у односу на контролне (98,8%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,06%) у односу на контролне (1,01%) ћелије.  

Енон 2 је статистички значајно повећао (**р<0,01) проценат апоптотичних HeLa 

ћелија (54,01%) у односу на контролне ћелије (контрола-0,23%); смањио је проценат 

живих ћелија (46%) у односу на контролне (98,8%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,04%) у односу на контролне (1,01%) ћелије. 

Енон 3 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HeLa 

ћелија (35,63%) у односу на контролне ћелије (контрола-0,23%); смањио је проценат 

живих ћелија (64,3%) у односу на контролне (98,8%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,07%) у односу на контролне (1,01%) ћелије.  

Енон 4 је статистички значајно повећао (*р<0,05) проценат апоптотичних HeLa 

ћелија (33,18%) у односу на контролне ћелије (контрола-0,23%); смањио је проценат 

живих ћелија (66,7%) у односу на контролне (98,8%) док је број некротичних ћелија био 

без статистички значајне разлике (0,1%) у односу на контролне (1,01%) ћелије.  

Апоптотични ефекат цисплатине (42,38%) такође је био статистички значајно већи 

(*р<0,05) у односу на контролне HeLa ћелије (0,23%), али није показивао статистички 

значајну разлику у односу на апоптотични ефекат новосинтетисаних енона. У случају 

цисплатине приметно је статистички значајно повећање процента ћелија које се налазе у 

фази касне апоптозе (36%) у односу на све тестиране еноне и контролне ћелије.  

Резултати анализе апоптотичног дејства новосинтетисаних соли енона на HCT-116 

ћелијама показали су да су све новосинтетисане соли енона статистички значајно 

(**р<0,01) повећале проценат апоптотичних и некротичних ћелија у односу на контролне 

ћелије (График 7Б).  

Контролне HCT-116 ћелије имале су 86,1% живих, 4,05% некротичних и 9,82% 

апоптотичних (од тога 0,8% ћелија је било у касној и 9,02% у раној фази апоптозе) ћелија.  

Со Енона 1 статистички значајно (р<0,01**) је повећала проценат апоптотичних 

ћелија (69,4%) у односу на контролне ћелије (контрола-9,82%); смањила је проценат 

живих ћелија (27,8%) у односу на контролне (86,1%) уз смањење процента некротичних 

ћелија (2,92%) у односу на контролне (4,05%) ћелије. 

Со Енона 2 је статистички значајно (р<0,01**) повећала проценат апоптотичних 

ћелија (70,4%) у односу на контролне ћелије (контрола-9,82%); смањила је проценат 

живих ћелија (28,8%) у односу на контролне (86,1%) уз смањење процента некротичних 

ћелија (2,89%) у односу на контролне (4,05%) ћелије. 

Со Енона 3 је значајно повећала (р<0,01**) проценат апоптотичних ћелија (65,4%) 

у односу на контролне ћелије (контрола-9,82%); смањила је проценат живих ћелија 

(31,5%) у односу на контролне (86,1%) уз смањење процента некротичних ћелија (3,15%) 

у односу на контролне (4,05%) ћелије. 

Со Енона 4 је повећала проценат апоптотичних ћелија (49,1%) у односу на 

контролне ћелије (контрола-9,82%); смањила је проценат живих ћелија (48,5%) у односу 
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на контролне (86,1%) уз смањење процента некротичних ћелија (2,36%) у односу на 

контролне (4,05%) ћелије. 

Апоптотични ефекат цисплатине (70,7%) је био статистички значајно повећан 

(р<0,01**) у односу на контролне ћелије (9,82%), уз статистички значајну разлику у 

односу на апоптотични ефекат новосинтетисаних соли енона. 

 

 
 

График 7. А. Тачкасти приказ дистрибуције HCT-116 ћелија након третмана 

испитиваним IC50 вредностима новосинтетисаних соли енона у периоду од 48 сати. Б. 

Стубичасти приказ дистрибуције ћелија у различитим фазама апоптозе индуковане 

новосинтетисаним солима енона у поређењу са цисплатином и контролним ћелијама. 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента постављена у 

трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном 

дејству сматране су p вредности <0,01 (**). 



52 

 

 

Резултати анализе апоптотичног дејства новосинтетисаних соли енона на HeLa 

ћелијама показали су да су све новосинтетисане соли енона повећале проценат 

апоптотичних ћелија у односу на контролне HeLa ћелије (График 8). Контролне HeLa 

ћелије имале су 63,7% живих, 4,53% некротичних и 31,8% апоптотичних (од тога 12,4% 

ћелија је било у касној и 19,4% у раној фази апоптозе) ћелија.  

Со Енона 1 је повећала проценат апоптотичних HeLa ћелија (38,7%) у односу на 

контролне HeLa ћелије (31,8%); смањила је проценат живих ћелија (57,2%) у односу на 

контролне (63,7%) уз смањење процента некротичних HeLa ћелија (4,09%) у односу на 

контролне (4,53%) ћелије. 

Со Енона 2 је повећала проценат апоптотичних HeLa ћелија (40%) у односу на 

контролне HeLa ћелије (31,8%); смањила је проценат живих ћелија (56,1%) у односу на 

контролне (63,7%) уз смањење процента некротичних HeLa ћелија (3,99%) у односу на 

контролне (4,53%) ћелије. 

Со Енона 3 је повећала проценат апоптотичних HeLa ћелија (40%) у односу на 

контролне HeLa ћелије (31,8%); смањила је проценат живих ћелија (57,9%) у односу на 

контролне (63,7%) док је број некротичних HeLa ћелија био нижи (4,11%) у односу на 

контролне (4,53%) ћелије али ови ефекти нису имали статистичку значајност.  

Со Енона 4 је повећала проценат апоптотичних HeLa ћелија (36,6%) у односу на 

контролне HeLa ћелије (31,8%); смањила је проценат живих ћелија (59,2%) у односу на 

контролне (63,7%) док је број некротичних HeLa ћелија био нижи (4,16%) у односу на 

контролне (4,53%) ћелије али ови ефекти нису имали статистичку значајност.  

Апоптотични ефекат цисплатине (37,5%) такође је био повећан у односу на 

контролне ћелије (31,8%). 
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График 8 . А. Тачкасти приказ дистрибуције HeLa ћелија након третмана испитиваним 

IC50 вредностима новосинтетисаних соли енона у периоду од 48 сати. Б. Стубичасти 

приказ дистрибуције ћелија у различитим фазама апоптозе индуковане 

новосинтетисаним солима енона у поређењу са цисплатином и контролним ћелијама. 

У односу на новосинтетисане еноне, соли енона су имале статистички значајно смањено 

апоптотично дејство на испитиваним туморским ћелијама. Соли енона су статистички 

значајно повећале проценат некротичних ћелија у односу на еноне. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*). 
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4.6 Утицај енона и соли енона на протеине Bax и Bcl-2 у туморским 

ћелијама 
 

Након индентификације типа ћелијске смрти, у следећем кораку одређивана је 

експресија анти-апоптотичног протеина Bcl-2 и про-апоптотичног протеина Bax у 

туморским ћелијама (График 9 и 10). Након достизања конфлуентности и третмана IC50 

вредностима испитиваним новосинтетисаним енонима и њиховим солима (у периоду од 

48 сати), употребом специфичних антитела и проточне цитометрије одређивана је 

експресија регулаторних протеина апоптозе (видети одељак Материјал и методе). 

Резултати су показали да је третман новосинтетисаним енонима статистички 

значајно (р<0,05* и р<0,01**) променио регулацију, експресију и однос регулаторних 

протеина Bax и Bcl-2 у туморским HCT-116 (График 9А, Б и В) у односу на контролне, 

нетретиране ћелије.  

Експресија анти-апоптотичног Bcl-2 протеина статистички значајно (р<0,05*) је 

била нижа у туморским HCT-116 ћелијама које су третиране свим новосинтетисаним 

енонима (Е1-0,52; Е2-0,48; Е3-0,59 и Е4-0,60) у односу на контролне (1); уз статистички 

значајно повећану (р<0,01**) експресију про-апоптотичног Bax протеина у туморским 

ћелијама HCT-116 и у случају свих испитиваних новосинтетисаних енона (Е1-2; Е2-2,03; 

Е3-1,95 и Е4-1,79) у односу на контролне ћелије (1) (График 9Б). 

Повећање експресије Bax протеина у туморским третираним ћелијама HCT-116 

било је од 1,8-2 пута веће у односу на контролне ћелије (График 9Б). Још један од 

параметара који може да укаже на промену равнотеже ћелије према апоптотичној смрти 

јесте однос Bax/Bcl-2 (График 9В). Повећање овог односа преко 1 указује немогућност 

преваге преживљавајућих механизама чиме смрт ћелије наступа као неминовни и 

финални корак. Резултати на туморским ћелијама HCT-116 третираним свим енонима, 

показали су да се Bax/Bcl-2 однос статистички значајно повећава (р<0,01**) у односу на 

контролне ћелије. Е1 је повећао Bax/Bcl-2 однос 3,8 пута у односу на контролне ћелије 

(1,84/0,48) Е2 је повећао Bax/Bcl-2 однос 4,4 пута у односу на контролне ћелије 

(1,99/0,48); потом Е3 3,3 пута у односу на контролне ћелије (1,58/0,48) и финално Е4 је 

2,9 пута повећао овај однос у поређењу са контролним ћелијама (1,42/0,48). 
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График 9. А. Хистограмски приказ нисходне Bcl-2 и усходне регулације Bax протеина у 

туморским HCT-116 ћелијама третираним новосинтетисаним енонима коришћењем 

специфичних антитела и уз употребу проточне цитометрије. Стубичасти приказ нивоа 

протеина (MFI) Bcl-2 и Bax анализирани су проточном цитометријом док су експресија 

протеина (однос) (Б) као и Bax/Bcl-2 однос (В) анализирани коришћењем програмског 

софтвера Flow-Jo. Приказани резултати представљају средњу вредност три независна 

експеримента урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном 

разликом у цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**) у односу 

на контролну групу (К). 

 

Резултати третмана новосинтетисаним енонима на HeLa ћелијама показали су 

статистички значајну промену (р<0,05* и р<0,01**) у регулацији, експресији и односу 

регулаторних протеина Bax и Bcl-2 (График 10А, Б и В) у односу на контролне, 

нетретиране ћелије.  

Експресија анти-апоптотичног Bcl-2 протеина статистички значајно је била нижа 

(р<0,05*) у туморским HeLa ћелијама које су третиране енонима Е1 и Е2 (0,7 и 0,6) у 

односу на контролне (1) (График 10Б); док је експресија про-апоптотичног протеина Bax 

била статистички значајно већа (р<0,01**) у туморским HeLa ћелијама у случају свих 

испитиваних новосинтетисаних енона (Е1-2,52; Е2-2,74; Е3-2,28 и Е4-2,42) у односу на 

контролне ћелије (1) (График 10Б). Повећање експресије Bax протеина у туморским 

третираним HeLa ћелијама било је од 2-2,5 пута веће у односу на контролне ћелије. 

Резултати на туморским HeLa ћелијама третираним Е1 и Е2 показују статистички високу 

разлику у односу на контролне ћелије (р<0,01**), Е4 показује р<0,05* док Е3 није показао 



56 

 

статистичку значајност у промени односа Bax/Bcl-2 у односу на контролне ћелије 

(График 10В). Енон 1 је статистички значајно (р<0,01**) повећао Bax/Bcl-2 однос за 3,4 

пута у третираним HeLa ћелијама у односу на контролне ћелије (1,13/0,33); Е2 који је 

статистички значајно (р<0,01**) повећао Bax/Bcl-2 однос 4,09 пута у третираним HeLa 

ћелијама у односу на контролне ћелије (1,35/0,33); следећи је био Е3 који је за 2,6 пута 

повећао овај однос у поређењу са контролним ћелијама (0,88/0,33) и Е4 који је у 

третираним HeLa ћелијама статистички значајно (р<0,05*) повећао овај однос за 3,06 

пута у поређењу са контролним ћелијама (1,01/0,33). 

 

 

 
 

График 10. А. Хистограмски приказ нисходне Bcl-2 и усходне регулације Bax протеина 

у туморским HeLa ћелијама третираним новосинтетисаним енонима коришћењем 

специфичних антитела и уз употребу проточне цитометрије. Стубичасти приказ нивоа 

протеина (MFI) Bcl-2 и Bax анализирани су проточном цитометријом док су експресија 

протеина (однос) (Б) као и Bax/Bcl-2 однос (В) анализирани коришћењем програмског 

софтвера Flow-Jo. Резултати предстaваљају серију од три поновљена експеримента при 

чему се као статистички значајном разликом узимала вредност р<0,05* и р<0,01** у 

односу на контролну групу (К). 
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Резултати су показали да је третман новосинтетисаним солима енона статистички 

значајно променио регулацију, експресију и однос регулаторних протеина Bax и Bcl-2 у 

туморским HCT-116 (График 11А, Б и В) у односу на контролне, нетретиране ћелије. 

Експресија анти-апоптотичног Bcl-2 протеина је била нижа (р<0,05*) у туморским HCT-

116 ћелијама које су третиране свим новосинтетисаним солима енонима (Со Е1-0,43, Со 

E2-0,38, Со E3-0,45 и Со E4-0,54) у односу на контролне ћелије (1); уз статистички 

значајно повећану (р<0,05*) експресију про-апоптотичног Bax протеина у туморским 

HCT-116 ћелијама и у случају Со E1-(2,39), Со E2-(2,83) у односу на контролне ћелије (1) 

и Со Е3-(1,74) и Со Е4-(1,43) у односу на контролне ћелије (1) (График 11Б). Повећање 

експресије протеина Bax у третираним туморским ћелијама HCT-116 било је од 1,43-2,83 

пута веће у односу на контролне ћелије (График 11Б). 

Још један од параметара који може да укаже на промену равнотеже ћелије према 

апоптотичној смрти јесте однос Bax/Bcl-2 (График 11В). Повећање овог односа преко 1 

указује немогућност преваге преживљавајућих механизама чиме смрт ћелије наступа као 

неминовни и финални корак. Резултати на туморским HCT-116 ћелијама третираним свим 

солима енона, показали су да се Bax/Bcl-2 однос за со Енона 1 износи 0,68, со Енона 2 

0,86, со Енона 3, 0,64 и со Енона 4, 0,46.  

 

 
График 11. А. Хистограмски приказ нисходне регулације Bcl-2 и усходне 

регулације Bax протеина у туморским HCT-116 ћелијама третираним новосинтетисаним 

солима енона коришћењем специфичних антитела и уз употребу проточне цитометрије. 

Стубичасти приказ нивоа протеина (MFI) Bcl-2 и Bax анализирани су проточном 

цитометријом док су експресија протеина (однос) (Б) као и Bax/Bcl-2 однос (В) 

анализирани коришћењем програмског софтвера Flow-Jo. Резултати предстaваљају 

серију од три поновљена експеримента при чему се као статистички значајном разликом 

узимала вредност (р<0,05*) и у односу на контролну групу (К). 



58 

 

 

Овим може да се закључи да су све новосинтетисане соли енона узроковале 

нисходну регулацију Bcl-2 протеина, усходну регулацију Bax протеина и повећале су 

Bax/Bcl-2 однос у туморским (HCT-116) ћелијама у односу на њихове репрезентативне 

контроле. 

Резултати третмана новосинтетисаним солима енона на HeLa ћелијама нису имале 

статистички значајну промену у регулацији, експресији и односу регулаторних протеина 

Bax и Bcl-2 (График 12А, Б и В) у односу на контролне, нетретиране ћелије.  

Експресија анти-апоптотичног Bcl-2 протеина била је нижа у туморским HeLa 

ћелијама које су третиране солима енонима у односу на контролне (1); док је експресија 

про-апоптотичног Bax протеина била већа у туморским HeLa ћелијама у односу на 

контролне ћелије (График 12Б). Повећање експресије Bax протеина у туморским 

третираним HeLa ћелијама било је веће у односу на контролне ћелије, али ово повећање 

није имало статистичку значајност. Резултати на HeLa ћелијама третираним свим 

новосинтетисаним солима енона, показали су да се Bax/Bcl-2 однос повећава у односу на 

контролне ћелије али овај однос није имао статистичку значајност и његова вредност није 

била већа од 1 (График 12В). 

 

 
График 12. А. Хистограмски приказ нисходне Bcl-2 и усходне регулације Bax 

протеина у туморским HeLa ћелијама третираним новосинтетисаним солима енона 

коришћењем специфичних антитела и уз употребу проточне цитометрије. Стубичасти 

приказ нивоа протеина (MFI) Bcl-2 и Bax анализирани су проточном цитометријом док 

су експресија протеина (однос) (Б) као и Bax/Bcl-2 однос (В) анализирани коришћењем 

програмског софтвера Flow-Jo. Резултати предстaваљају серију од три поновљена 

експеримента при чему се као статистички значајном разликом узимала вредност 

(р<0,05*) и у односу на контролну групу (К). 
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Овим се може закључити да новосинтетисане соли енона нису статистички 

значајно узроковале поремећаје у регулацији Bcl-2 и Bax протеина и нису повећале 

Bax/Bcl-2 однос у туморским HeLa ћелијама, док  је у НCT-116 ћелијама било статистички 

значајне разлике. У односу на еноне, соли енона су имале мањи ефекат на туморским 

ћелијама. 

 

4.7. Ефекат енона на каспазе у ћелијама HCT-116 и HeLa 

 

Егзекуторна, извршилачка каспаза-3 представља једну у низу каспаза које се 

синтетишу у ћелијама као инактивни ензими про-каспазе. Процес активације каспаза је 

иреверзибилан аутокаталитички процес у току ког долази до цепања одређеног дела 

протеина и његове следствене активације. У здравим ћелијама про-каспазе су инактивне 

захваљујући протеинима који се називају инхибитори апоптозе. Цепањем про-каспазе 

долази до стварања егзекуторне, активне каспазе-3 која делује на сигналне протеине, цепа 

их, активира и омогућава фрагментацију ДНК молекула. Употребом FACS анализе 

одређивана је експресија активне каспазе-3 у туморским ћелијама HCT-116 и HeLa које 

су третиране IC50 вредностима новосинтетисаних енона (Е1-Е4) током 48 сати (График 

13). Након култивације и третмана новосинтетисаним енонима, бојење ћелија 

специфичним антителом за активну каспазу-3 је спроведено уз очитавање на проточном 

цитометру. 

Резултати одређивања експресије активне каспазе-3 у туморским ћелијама HCT-

116 и HeLa показали су да сви новосинтетисани енони узрокују статистички значајну 

(р<0,05*) активацију каспазе-3 (График 13). У случају туморских HCT-116 ћелија, 

ефикасност активације каспазе-3 је поново била највећа у случају Е2 и то 2.35 пута већа 

у односу на контролу. Енон 1, 3 и 4 су такође узроковали статистички значајнo већу 

активацију каспазе-3 и то за 2.14; 2.03 и 1.96 пута у односу на контролне ћелије. 

Статистички значајну повећану (р<0,05*) активацију каспазе-3 показале су и HeLa 

ћелије након третмана испитиваним енонима у односу на контролне ћелије. За HeLa 

ћелије, највећу активацију каспазе-3 такође је изазвао Е2 (2 пута већу) у односу на 

контролне ћелије. Енон 1 је узроковао пораст активације каспазе-3 за 1,97, Е3 за 1,86 и 

Е4 за 1,63 пута у односу на контролне ћелије (1). 

Добијени резултати указују да новосинтетисани енони узрокују јачу активацију 

каспазе-3 у HCT-116 у односу на HeLa ћелије. 
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Гарфик 13. А. Хистограмски приказ активне каспазе-3 у туморским третираним 

ћелијама. Стубичасти приказ нивоа протеина (MFI) активне каспазе-3 у HCT-116 (Б) и 

HeLa (В) ћелијама анализирани су проточном цитометријом док је однос активне каспазе-

3 анализиран коришћењем програмског софтвера Flow-Jo. Резултати предстaваљају 

серију од три поновљена експеримента при чему се као статистички значајном разликом 

узимала вредност (р<0,05*) и у односу на контролну групу (К). 

 

Резултати одређивања експресије и нивоа активне каспазе-3 у туморским ћелијама 

HCT-116 и HeLa показали су да све новосинтетисане соли енона узрокују статистички 

значајну (*р<0,05) активацију каспазе-3 (График 14Б). У случају туморских ћелија HCT-

116, ефикасност активације каспазе-3 је била највећа у случају соли Е2 и то 2,07 пута већа 

у односу на контролу. Соли Енона 1, 3 и 4 су такође узроковали статистички значајно већу 

активацију каспазе-3 и то за 1,95, 1,89 и 1,86 пута у односу на контролне ћелије. 

Повећану активацију каспазе-3 показале су и HeLa ћелије након третмана 

испитиваним солима енона у односу на контролне ћелије уз статистички значајну разлику 

(*р<0,05) (График 14В). За HeLa ћелије, највећу активацију каспазе-3 такође је изазвала 

со Е2 (1,95 пута већу) у односу на контролне ћелије. Со енона 1 је узроковала пораст 

активације каспазе-3 за 1,86, со Е3 за 1,63 и со Е4 за 1,60 пута у односу на контролне 

ћелије. Добијени резултати указују да новосинтетисане соли енона узрокују јачу 

активацију каспазе-3 у HCT-116 у односу на HeLa ћелије. 
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График 14. А. Хистограмски приказ активне каспазе-3 у туморским третираним 

ћелијама. Стубичасти приказ нивоа протеина (MFI) активне каспазе-3 у HCT-116 (Б) и 

HeLa (В) ћелијама анализирани су проточном цитометријом док је однос активне каспазе-

3 анализиран коришћењем програмског софтвера Flow-Jo. Резултати предстaваљају 

серију од три поновљена експеримента при чему се као статистички значајном разликом 

узимала вредност *р<0,05 и у односу на контролну групу (К). 

У односу на еноне, соли енона су статистички значајно слабије утицале на 

активацију каспазе-3 у туморским ћелијама. 

 

4.8. Утицај енона и соли енона на потенцијал митохондријалне 

мембране  
 

Након утврђивања промена у експресији и активацији кључних апоптотичних 

протеина, у следећем кораку испитиван је ефекат новосинтетисаних енона на потенцијал 

митохондријалне мембране. Пермеабилност и потенцијал митохондријалне мембране 

представљају кључне факторе за преживљавање и смрт сваке ћелије. Нарушавање 

интегритета и пермеабилности митохондријалне мембране узрокује дислокацију и 

транспозицију молекула из митохондрија или њеног интермембранозног простора у 

средину у којој се они нормално налазе у врло ниској концентрацији. Пример овога је и 

молекул цитохрома с (описан у даљим резултатима) који услед поремећаја потенцијала и 

пермеабилности митохондријалне мембране бива транслоциран у цитоплазму ћелије где 

са осталим молекулима учествује у формирању APAF-1 (видети одељак Увод). 
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У циљу одређивања ефекта новосинтетисаних енона на потенцијал 

митохондријалне мембране (График 15 и 16) туморских HCT-116 и HeLa ћелија 

коришћена је метода имунофлуоросценције уз коришћење боје JC10 (видети одељак 

Материјал и методе). Резултати су показали да у туморским HCT-116 ћелијама сви 

испитивани новосинтетисани енони узрокују статистички значајно повећање 

интензитета зеленог мономера уз истовремено смањење црвеног агрегата указујући да 

испитиване супстанце значајно мењају пермеабилност митохондријалних мембрана 

туморских HCT-116 у односу на контролне ћелије (График 15А). Проценат ћелија са 

највећим уделом зеленог мономера био је присутан у HCT-116 ћелијама третираним Е2, 

потом Е1, Е3 и Е4 (График 15Б). Одређивање ЈС зелено-ЈС црвеног односа (График 15В) 

на HCT-116 ћелијама, показао је да су сви енони статистички значајно повећали (p<0,05* 

и 0,01**) овај однос у поређењу са контролним ћелијама. Енон 1 је узроковао пораст од 

2,18 (1,62/0,74); Е2-2,9 (2,15/0,74); Е3-1,9 (1,43/0,74) и Е4 -1,9 пута у односу на контролне 

ћелије (1,44/0,76). Слични резултати су добијени и за HeLa туморске ћелије (График 16, 

16В). Новосинтетисани енони су такође узроковали статистички (p<0,05* и 0,01**) 

значајну промену митохондријалног мембранског потенцијала и то: Е1 за 2,4 (1,45/0,6); 

Е2 за 3,3 (1,98/0,6); Е3 за 2,2 (1,33/0,6) и Е4 за 2 пута у односу на контролне, нетретиране 

HeLa туморске ћелије (1,24/0,6). 

 

  
График 15. А. Имунофлуоресценти приказ HCT-116 ћелија третираних енонима 

и обојених ЈС10 бојом. У третираним туморским HCT-116 ћелијама јасно су видљиве 

промене интензитета зелене боје које директно указују на дисфункцију 

митохондријалног мембранског потенцијала. Б. Процентуални приказ односа 

интензитета зелене и црвене флуоресценције третираних HCT-116 ћелија у односу на 

контролне HCT-116 ћелије. В. Промена у ЈС зелено - ЈС црвеном односу третираних у 

односу на нетретиране туморске ћелије. На сликама је дат граничник који представља 

величину од 20µm. Приказани резултати представљају средњу вредност три независна 

експеримента урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном 

разликом у цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 
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График 16. А. Имунофлуоресценти приказ HеLa ћелија третираних енонима и 

обојених ЈС10 бојом. У третираним туморским HeLa ћелијама јасно су видљиве промене 

интензитета зелене боје које директно указују на дисфункцију митохондријалног 

мембранског потенцијала. Б. Процентуални приказ односа интензитета зелене и црвене 

флуоресценције третираних HeLa ћелија у односу на контролне HeLa ћелије. В. Промена 

у ЈС зелено - ЈC црвеном односу третираних у односу на нетретиране туморске ћелије. 

На сликама је дат граничник који представља величину од 20µm. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Резултати су показали да у туморским HCT-116 ћелијама све испитиване 

новосинтетисане соли енона узрокују статистички значајно повећање интензитета 

зеленог мономера уз истовремено смањење црвеног агрегата указујући да испитиване 

супстанце такође као и енони, значајно мењају пермеабилност митохондријалних 

мембрана туморских HCT-116 у односу на контролне ћелије (График 17А). Проценат 

ћелија са највећим уделом зеленог мономера био је присутан у HCT-116 ћелијама 

третираним солима Е2, потом солима (Е1, Е3 и Е4) (График 17Б). Одређивање ЈС зелено-

ЈС црвеног односа (График 17В) на HCT-116 ћелијама, показао је да су све соли енона 

статистички значајно повећале (p<0,05* и 0,01**) овај однос у поређењу са контролним 

ћелијама. Со енона 1 је узроковала пораст од 2,1; со Е2 за 2,3; со Е3 за 1,8 док је со Е4 

смањила однос у поређењу са на контролним ћелијама. 

Слични резултати су добијени на третираним HeLa туморским ћелијама (График 

18), с тим што је ЈС зелено - ЈС црвени однос био мањи у односу на HCT-116 ћелије. 

Новосинтетисане соли енона су готово све узроковале статистички (p<0,05* и 0,01**) 

значајну промену митохондријалног мембранског потенцијала на третираним HeLa 

туморским ћелијама и то: со Е1 за 2; со Е2 за 2,4; со Е3 за 1,5 и со Е4 за 1,25 пута у односу 

на контролне, нетретиране HeLa туморске ћелије. 
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График 17. А. Имунофлуоресценти приказ HCT-116 ћелија третираних солима 

енона и обојених ЈС10 бојом. У третираним туморским HCT-116 ћелијама јасно су 

видљиве промене интензитета зелене боје које директно указују на дисфункцију 

митохондријалног мембранског потенцијала. Б. Процентуални приказ односа 

интензитета зелене и црвене флуоресценције третираних HCT-116 ћелија у односу на 

контролне HCT-116 ћелије. В. Промена у ЈС зелено - ЈC црвеном односу третираних у 

односу на нетретиране туморске ћелије. На сликама је дат граничник који представља 

величину од 20µm. Приказани резултати представљају средњу вредност три независна 

експеримента урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном 

разликом у цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 
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Гарфик 18. А. Имунофлуоресценти приказ HеLa ћелија третираних солима енона 

и обојених ЈС10 бојом. У третираним туморским HeLa ћелијама јасно су видљиве 

промене интензитета зелене боје које директно указују на дисфункцију 

митохондријалног мембранског потенцијала. Б. Процентуални приказ односа 

интензитета зелене и црвене флуоресценције третираних HeLa ћелија у односу на 

контролне HeLa ћелије. В. Промена у ЈС зелено - ЈC црвеном односу третираних у односу 

на нетретиране туморске ћелије. На сликама је дат граничник који представља величину 

од 20µm. Приказани резултати представљају средњу вредност три независна 

експеримента урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном 

разликом у цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Добијени резултати испитивања ефеката енона и њихових соли на туморским 

ћелијама показали су да деловањем ових молекула долази до смањења пермеабилности 

митохондријалних мембрана третираних ћелија. Такође резултати су показали да је 

ефекат смањења пермеабилности митохондријалних мембрана најинтензивнији у 

случају енона у односу на соли енона, али такође и ефикаснији на ћелијама карцинома 

колона у односу на карцином цервикса. 

 

4.9. Утицај енона и соли енона на ослобађање цитохрома с из 

интермембранозног простора у цитоплазму туморских ћелија 
 

У циљу финалног утврђивања и потврде активације унутрашњег 

митохондријалног апоптотског пута од стране новосинтетисаних енона и њихових соли 

коришћена је метода интрацелуларне локализације и експресије цитохрома с у туморским 

ћелијама третираним у односу на контролне ћелије (График 19 и 20). 

Резултати су показали да сви новосинтетисани енони статистички значајно 

повећавају (р<0,01**) експресију цитохрома с као и да узрокују транслокацију истог из 

митохондрија у цитоплазму HCT-116 туморских ћелија у односу на контролне туморске 
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ћелије. Највеће статистички значајно повећање експресије цитоплазматског цитохрома с 

било је присутно у случају третмана еноном 2, чак 60% експримираног цитохрома с било 

је локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 19Б) што је резултовало 8,8 

пута већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама (1,5/0,17) (График 

19В). У случају енона 1, ово повећање је било такође статистички значајно (р<0,01**) и 

резултовало је да је 55% експримираног цитохрома с било локализовано у цитоплазми 

третираних ћелија (График 19Б), што је резултовало 7,17 пута већим односом цитохрома 

с у поређењу са контролним ћелијама (1,22/0,17); за енон 3, 52,5 % експримираног 

цитохрома с било је локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 19Б), што је 

резултовало 6,4 пута већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама 

(1,10/0,17) и на крају енон 4 је имао најмање, али ипак статистички значајно (р<0,01**) 

повећање експресије цитоплазматског цитохрома с у односу на контролне ћелије са 48% 

и 5,14 пута већим односом у поређењу са контролом (0,92/0,17). 

Слични резултати су добијени и за HeLa ћелије и показали су да сви 

новосинтетисани енони статистички значајно повећавају (р<0,01**) експресију 

цитохрома с у HeLa туморским ћелијама у односу на контролне туморске ћелије (График 

20). Највеће статистички значајно (р<0,01**) повећање експресије цитоплазматског 

цитохрома с било је присутно у случају третмана еноном 2 када је 57% експримираног 

цитохрома с било локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 20Б) што је 

резултовало 5,28 пута већим односом (График 20В) цитохрома с у поређењу са 

контролним ћелијама (1,32/0,25). 

У случају енона 1, ово повећање је било такође статистички значајно (р<0,01**) и 

резултовало је да је 53% експримираног цитохрома с било локализовано у цитоплазми 

третираних ћелија (График 20Б), што је резултовало 4,48 пута већим односом (График 

20В) цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама (1,12/0,25); за енон 3, 49% 

експримираног цитохрома с било локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 

20Б), што је резултовало 3,84 пута већим односом (График 20В) цитохрома с у поређењу 

са контролним ћелијама (0,96/0,25) и на крају енон 4 је резултовао са повећањем 

експресије цитоплазматског цитохрома с у односу на контролне ћелије са 45% и 3,28 пута 

већим односом у поређењу са контролом (0,82/0,25). 

На основу добијених резултата може се закључити да сви новосинтетисани енони 

узрокују статистички значајно повећање експресије цитоплазматског цитохрома с код 

HCT-116 у односу на третиране HeLa ћелије. 
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График 19. А. Имунофлуоресценти приказ HСТ-116 ћелија третираних енонима 

и означених специфичним антителом за цитохром с. Б. Стубичасти приказ процентуалне 

дистрибуције цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с у третираним НСТ-116 

ћелијама у односу на њихову контролу. В. Стубичасти приказ релативног односа 

цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с након третмана испитиваним енонима. 

На сликама је дат граничник који представља величину од 20µm. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка.Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,01 (**). 
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График 20. А. Имунофлуоресценти приказ HeLa ћелија третираних енонима и 

означених специфичним антителом за цитохром с. Б. Стубичасти приказ процентуалне 

дистрибуције цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с у третираним НeLa 

ћелијама у односу на њихову контролу. В. Стубичасти приказ релативног односа 

цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с након третмана испитиваним енонима. 

На сликама је дат граничник који представља величину од 20µm. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,01 (**). 
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График 21. А. Имунофлуоресценти приказ HСТ-116 ћелија третираних солима 

енона и означених специфичним антителом за цитохром с. Б. Стубичасти приказ 

процентуалне дистрибуције цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с у 

третираним НСТ-116 ћелијама у односу на њихову контролу. В. Стубичасти приказ 

релативног односа цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с након третмана 

солима енона. На сликама је дат граничник који представља величину од 20µm. 

Приказани резултати представљају средњу вредност три независна експеримента 

урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном разликом у 

цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Резултати су показали да све новосинтетисане соли енона статистички значајно 

повећавају (р<0,05* и 0,01**) експресију цитохрома с као и да узрокују његову 

транслокацију из митохондрија у цитоплазму туморских ћелија HCT-116 у односу на 

контролне ћелије. Највеће статистички значајно повећање експресије цитоплазматског 

цитохрома с било је присутно у случају третмана соли енона 1, чак 80% експримираног 

цитохрома с било је локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 21Б) што је 

резултовало 4,4 пута већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама 

(3,1/0,7) (График 21В). У случају соли енона 2, ово повећање је било такође статистички 

значајно (р<0,01**) и резултовало је да је 78% експримираног цитохрома с било 

локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 21Б), што је резултовало 4,85 пута 

већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама (3,4/0,7); за со енона 3, 

75% експримираног цитохрома с било локализовано у цитоплазми третираних ћелија 

(График 21Б), што је резултовало 3,8 пута већим односом цитохрома с у поређењу са 

контролним ћелијама (2,7/0,7) и на крају со енона 4 је имала најмање, али ипак 

статистички значајно (р<0,05*) повећање експресије цитоплазматског цитохрома с у 

односу на контролне ћелије са 61% и 2,4 пута већим односом у поређењу са контролом 

(1,7/0,7). 
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График 22. А. Имунофлуоресценти приказ HeLa ћелија третираних солима енона 

и означених специфичним антителом за цитохром с. Б. Стубичасти приказ процентуалне 

дистрибуције цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с у третираним HeLa 

ћелијама у односу на њихову контролу. В. Стубичасти приказ релативног односа 

цитоплазматског и митохондријалног цитохрома с након третмана солима енона. На 

сликама је дат граничник који представља величину од 20µm. Приказани резултати 

представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у трипликату ± 

стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном дејству сматране 

су p вредности <0,05 (*) и <0,01 (**). 

 

Резултати испитиваних соли енона на HeLa ћелијама су показали да све 

новосинтетисане соли енона статистички значајно повећавају (р<0,05* и 0,01**) 

експресију цитохрома с као и да узрокују његову транслокацију из митохондрија у 

цитоплазму.  

Највеће статистички значајно повећање експресије цитоплазматског цитохрома с 

било је присутно у случају третмана соли енона 2 (р<0,01**), чак 62% експримираног 

цитохрома с било је локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 22Б) што је 

резултовало 3,6 пута већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама 

(1,8/0,5) (График 22В). У случају соли енона 1, ово повећање је било такође статистички 

значајно (р<0,01**) и резултовало је да је 60% експримираног цитохрома с било 

локализовано у цитоплазми третираних ћелија (График 22Б), што је резултовало 3,0 пута 

већим односом цитохрома с у поређењу са контролним ћелијама (1,5/0,5); за со енона 3, 

57% експримираног цитохрома с било је локализовано у цитоплазми третираних ћелија 

(График 21Б), што је резултовало 2,6 пута већим односом цитохрома с у поређењу са 

контролним ћелијама (1,3/0,5) и на крају со енона 4 је имала најмање, али ипак 

статистички значајно (р<0,05*) повећање експресије цитоплазматског цитохрома с у 

односу на контролне ћелије са 43% и 1,8 пута већим односом у поређењу са контролом 

(0,9/0,5). 
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Резултати испитивања ефеката соли енона на локализацију цитохрома с, показали 

су да соли енона испољавају снажнији ефекат на туморским ћелијама колона у односу на 

ћелије карцинома цервикса. Тачније, транслокација цитохрома с из матрикса 

митохондрија у цитоплазму туморских ћелија након третмана испитиваним солима 

најефикаснија је на ћелијама канцера колона. 

 

4.10. Утицај енона и соли енона на ћелијски циклус 

 

Последњи корак у потврди апоптотичног ефекта новосинтетисаних енона и 

њихових соли на туморским ћелијама приказан је и одређен је ефектом испитиваних 

супстанци на ћелијски циклус. Овај процес је високо и строго регулисан различитим 

механизмима (видети одељак Увод). Било какав поремећај у ћелијском циклусу од стране 

одређене супстанце или молекула, узрокује прекомерну акумулацију ћелија у одређеној 

фази ћелијског циклуса.  

Резултати следећег експеримента показали су да сви новосинтетисани енони 

утичу на ћелијски циклус туморских ћелија тако што узрокују прекомерно и статистички 

значајно (p<0,05*) накупљање ћелија у G2/M фази (График 23 и 24). 

За НСТ-116 ћелије (График 23) резултати су показали да је енон 1 узроковао 

акумулацију 50,4% третираних ћелија у G2/M фази; енон 2 - 56,1%, енон 3 - 54,1% и енон 

4 - 41,4% у односу на контролу у којој је било 27,4% ћелија у датој фази.  

 
График 23. А. Хистограмски приказ профила ћелијског циклуса у НСТ-116 

ћелијама третираним енонима. Резултати су анализирани употребом проточног 

цитометра. Б. Стубичасти приказ процентуалне дистрибуције туморских НСТ-116 ћелија 

у различитим фазама ћелијског циклуса био је израчунат применом програма Flow-Jo. 

Резултати су приказани као средња вредност три независна експеримента постављена у 

трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном 

дејству сматране су p вредности <0,05 (*). 

 



72 

 

За HeLa ћелије (График 24), заустављање у G2/M фази је такође било статистички 

значајно (p<0,05*) у односу на контролне ћелије (29,9%). За енон 1 - 66,9%, енон 2 - 66%, 

енон 3 - 58,3% и енон 4 - 61,9%.  

 

 
 

График 24. А. Хистограмски приказ профила ћелијског циклуса у HeLa ћелијама 

третираним енонима. Резултати су анализирани употребом проточног цитометра. Б. 

Стубичасти приказ процентуалне дистрибуције туморских HeLa ћелија у различитим 

фазама ћелијског циклуса био је израчунат применом програма Flow-Jo. Приказани 

резултати представљају средњу вредност три независна експеримента урађена у 

трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном разликом у цитотоксичном 

дејству сматране су p вредности <0,05 (*). 

 

Резултати следећег експеримента показали су да све новосинтетисане соли енона 

утичу на ћелијски циклус третираних туморских ћелија тако што узрокују прекомерно и 

статистички значајно (p<0,05*) накупљање ћелија у G2/M фази (График 25). 

За НСТ-116 ћелије (График 25Б) резултати су показали да је со енона 1 узроковала 

акумулацију 37,8% третираних ћелија у G2/M фази; со енона 2 - 44,6%, со енона 3 - 34,8% 

и со енона 4 - 33,9% у односу на контролу у којој је било 28% ћелија у датој фази. Соли 

енона, такође су испољиле значајан ефекат на ћелијски циклус, али је овај ефекат у 

односу на њихове одговарајуће еноне био мањи. За HeLa ћелије (График 25Б) резултати 

су показали да је со енона 1 узроковала акумулацију 42,9% третираних ћелија у G2/M 

фази; со енона 2 - 43,7%, со енона 3 - 25,8% и со енона 4 - 25,5% у односу на контролу у 

којој је било 22% ћелија у тој фази. Соли енона, такође су испољиле значајан ефекат на 

ћелијски циклус HeLa ћелија, али је овај ефекат у односу на њихове одговарајуће еноне 

био мањи. 
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График 25. А. Хистограмски приказ профила ћелијског циклуса у туморским 

ћелијама третираним солима енона. Резултати су анализирани употребом проточног 

цитометра. Б. Стубичасти приказ процентуалне дистрибуције туморских HeLa и НСТ-

116 ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса био је израчунат применом програма 

Flow-Jo. Приказани резултати представљају средњу вредност три независна 

експеримента урађена у трипликату ± стандардна грешка. Статистички значајном 

разликом у цитотоксичном дејству сматране су p вредности <0,05 (*). 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

У савременом свету кога прате убрзани економски као и индустријско-технички 

напредак, последње две деценије дошло је до интензивног развоја и пораста инциденце 

савремених болести у које убрајамо гојазност, дијабетес и малигне болести. Малигне 

болести као савремена обољења су у највећој експанзији у последње две деценије. Овим 

болестима подједнако су захваћена оба пола. Према објављеним статистичким подацима 

Светске здравствене организације (Worl Health Organization- WHO) за 2020. годину, број 

нових малигних болести у Србији је у порасту. Код мушкараца, број новооткривених 

колоректалних карцинома је у порасту за 15%, док код жена број новооткривених 

цервикалних карцинома је повећан за 5% (43,69).  

На основу података регистра за рак Републике Србије, у 2020. години од малигних 

тумора оболела је 41.419 особа (22.110 мушкарaца и 19.309 жена), а 20.767 особа (11.611 

особа мушког пола и 9.156 особа женског пола) умрле су од рака. 

Колоректални карцином је трећи водећи малигни тумор по обољевању у свету, 

одмах после карцинома дојке и плућа, и други водећи малигни тумор према броју умрлих, 

иза рака плућа (288). 

У патогенези карцинома, заједнички чинилац представљен је поремећајем у 

структури молекула ДНК (различити типови мутација) који резултују поремећајима 

метаболизма измењене ћелије и поремећајима у ћелијском циклусу. Све то доводи до 

неконтролисане деобе, бесмртности ћелије и способности инфилтрације околних ћелија 

и ткива. Молекуларна основа настанка ћелије канцера представљена је поремећајима у 

процесу апоптозе (146,147,289–291) као и поремећајима у равнотежи између 

протоонкогена и онкогена.  

Терапијски приступи у лечењу малигнитета зависе од врсте тумора (малигни или 

бенигни), стадијума у коме се тумор налази, распрострањености, постојања метастаза 

као и врсте захваћеног органа и локализације тумора. Генерални терапијски приступ у 

лечењу ових обољења представљен је медикаментозним (имунотерапија, хормонска 

терапија, моноклонска антитела, хемиотерапије, биолошке терапије, зрачења…) и 

хируршким приступом (292).  

Медикаментозна терапија, иако је савремена и прилично селективна за неке врсте 

тумора, и даље даје велики број нежељених дејстава од којих су најзначајнија 

резистентност туморских ћелија на примењену терапију и деловање терапије на здраве 

ћелије. Поље истраживања у проналажењу нових терапијских приступа за лечење 

карцинома се рапидно проширило, тако да су пацијентима данас на располагању новији 

терапијски приступи као што су: циљана, аблациона, хемодинамска, сонодинамска 

терапија као употреба нано честица и анти-оксидантна терапија (293–295).  

Коришћење природних молекула у терапији карцинома раније се сматрало 

класичним традиционалним лечењем. Међутим, савремена медицина и истраживања у 

терапији различитих карцинома су показала и отклонила све недоумице везане за 

примену природних молекула у терапији ових болести (296–298). Истраживања су 

показала да употреба природних једињења и екстраката из различитих биљака може наћи 

своје место у примени ових супстанци као анти-канцерогених, превентивних, са високим 

степеном ефикасности и знатно ређом учесталошћу нежељених ефеката који су присутни 

код медикаментозне терапије (296,299–308).  

У овом истраживању, први пут су приказани резултати ефеката новосинтетисаних 

енона и њихових соли на туморске ћелије карцинома дебелог црева и цервикса.  

Почетни природни молекул који је коришћен за синтезу енона и њихових соли био 

је ванилин. За разлику од ванилина који је коришћен као основно једињење за синтезу 
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ових молекула, енони имају различите супституенте везане за карбонилну групу енонског 

система - Енон 1 - (Е)-2- (2-метокси-4- (3-оксобут-1-ен-1-ил) фенокси) сирћетна киселина 

(Mr = 250,25g/mol) (поседује метил групу), Енон 2 – (Е)-2- (2-метокси-4- (4-метил-3-

оксопент-1-ен-1-ил) фенокси) сирћетна киселина (Mr = 278,30g/mol) (изопропил), Енон 

3 - (Е)-2- (2-метокси-4- (5-метил-3-оксхекс-1-ен-1-ил) фенокси) сирћетна киселина (Mr = 

292,33g/mol) (изобутил) и Енон 4 - (Е)-2- (3-циклопропил-3-оксопроп-1-ен-1-ил)-2-

метоксифенокси) сирћетна киселина (Mr = 276,29g/mol) (циклопропил групу) и соли 

енона - Со E1 - натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (3-оксобут-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат(Mr 

= 272,23g/mol), Со E2 - натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (4-метил-3-оксопент-1-ен-1-ил) 

фенокси) ацетат (Mr = 300,29g/mol)), Со E3 - натријум (Е)-2- (2-метокси-4- (5-метил-3-

оксхекс-1-ен-1-ил) фенокси) ацетат (Mr = 314,31g/mol) и Со E 4 - натријум (Е)-2- (3-

циклопропил-3-оксопроп-1-ен-1-ил)-2-метоксифенокси) ацетат (Mr = 298,27g/mol). 

Ванилин је представник класе бензалдехида, фенола који у својој структури, на 

положајима 3 и 4 поседује метокси и хидрокси субституенте. У људској исхрани се 

користи у виду ваниле као појачивач укуса који се добија сушењем или ферментисањем 

орхидеје. Захваљујући присуству ароматичног језгра, алдехидне групе и фенол 

хидроксилне групе, ванилин испољава различита биолошка дејства као што су анти-

оксидантно, анти-канцерогено, анти-мутагено, анти-инвазивно, анти-ангиогенетско, 

анти-пролиферативно и апоптотично (309–312). Изузетни потенцијал ванилина, његових 

деривата, аналога или новосинтетисаних молекула који воде порекло од њега описан је у 

великом броју истраживања. Yan и сарадници (313) описали су у свом истраживању 

апоптотичне ефекте ванилинског деривата, бромованина (6-бромин-5-хидрокси-4-

метоксибензалдехид) у HepG2 туморским ћелијама. Такође аутори наводе и резултат који 

описује анти-пролиферативни ефекат бромованина али и његову способност индукције 

аутофагије као другог типа ћелијске смрти у туморским ћелијама. Tai и сарадници (314), 

у свом истраживању су приказали да ванилински деривати имају анти-оксидативна 

дејства. Такође исте резултате анти-оксидативног дејства ванилина добили су Fayeulle и 

сарадници (315) и Zhao и сарадници (316) који су испитивали ефекте ванилина на 

хуманим фибробластима коже и HepG2 ћелијама. Sinsuebpol и сарадници (317) објавили 

су резултате истраживања у којима је приказано да ванилин поседује цитокомпатибилна 

и цитопротективна дејства која неутралишу деловање слободних кисеоничних радикала 

на фибробластима (HaCaT) чиме се потврђује позитивна улога ванилина у лакшем 

зарастању рана.  

Најновије истраживање чији су резултати објављени 2023. године показују да 

ванилин комбинован са цинк-гвожђе наночестицама испољава хепатопротективно 

дејство (318). Поменута студија је приказала на животињском моделу да ванилин 

комбинован са цинком и гвожђем у виду наночестица штити јетру животиња од 

оштећења која су узрокована кадмијумом. Аутори су такође доказали да ванилин 

комбинован са поменутим атомима у наночестицама, интерреагује са рецепторима (TLR 

8, AKT 1 и Bcl-2) посредством аминокиселинских остатака серина, пролина, изолеуцина 

и аспарагина које су локализоване у њиховом каталитичком месту. Иако подаци из 

литературе не нуде информације о ефектима соли ванилина или његових деривата, 

студија коју су спровели Fujii и сарадници (319) наводе да додавање различитих соли 

ванилину смањује његову растворљивост у води. Услед присуства различитих активних 

група, ванилин и његови деривати могу бити коришћени у синтези молекула којима се 

обезбеђује боље и ефикасније преузимање од стране различитих ћелија.  

Први задатак ове дисертације и истраживања било је испитивање и упоређивање 

цитотоксичних ефеката четири новосинтетисана енона и њихове четири соли на 

туморским ћелијама али и на здравим.  
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Сврха и задатак сваког истраживања биолошког ефекта неког једињења јесте у 

ствари његова селективност. Најпре је било потребно да се испита да ли енони и њихове 

соли испољавају цитотоксични ефекат на туморским ћелијама, при чему тај 

цитотоксични ефекат не би имао статистичку значајност на здравим, контролним 

ћелијама. У сврху тестирања и испитивања цитотоксичног ефекта енона и њихових соли, 

рађен је МТТ тест цитотоксичности на туморским HeLa (карцином цервикса) и HCT-116 

(карцином колона) ћелијама и ефекти су упоређивани са здравим, контролним ћелијама 

MRC-5 (здрави фибробласти плућа). 

 Резултати МТТ теста цитотоксичности (48 и 72 сата) су показали да енони и 

њихове соли имају статистички значајан цитотоксични ефекат према туморским 

ћелијама, док на здраве ћелије не делују цитотоксично. У истраживању које је спровео 

Doroudi et al., (320) показано је да синтетисани енони испољавају цитотоксично дејство 

према туморским HCT-116 и HT29 ћелијама колона, не шкодећи здравим ћелијама, са 

просечним IC50 вредностима које су се кретале од 3-75µМ. У истом истраживању аутори 

наводе податак да су друге супстанце из испитиване групе показивале статистички 

значајан цитотоксични ефекат према испитиваним туморским ћелијама уз ниже IC50 

вредности у односу на комерцијалне цитостатике 5-флуороурацил и 2-меркаптоетанол, 

које су користили као позитивне контроле. Такође аутори истичу статистички значајан 

индекс селективности већине испитиваних супстанци. Но и сарадници (321) наводе 

резултате своје студије у којој су показали да ванилин испољава апоптотично дејство и 

узрокује застој у ћелијском циклусу HT-29 туморских ћелија колона. Аутори такође 

истичу да ванилин и његови деривати могу да буду коришћени као превентивна једињења 

у заустављању развоја канцера колона.  

У истраживању које је испитивало цитотоксични ефекат халкона, деривата 

ванилина, Луковић и сарадници (312) су потврдили цитотоксични ефекат њихових 

једињења на туморским ћелијама колона HCT-116 који је био већи у односу на 

цитотоксичне ефекте референтних супстанци. Израчунате просечне IC50 вредности за 

халконе износиле су од 6,8-7µМ. Riafrecha et al., (322) у свом истраживању испитивали 

су ефекте ванилинских енона као инхибитора карбоанхидраза на четири врсте хуманих 

ензима и изоензима присутних у туморима. Резултати њиховог испитивања показали су 

да неки од ванилинских енона могу да се идентификују као селективни инхибитори 

тумор повезаних изоензима, хуманих карбоанхидраза hCA IX и XII који представљају 

биомаркере за дијагнозу, лечење (стварањем инхибитора hCA IX и XII) тумора. Dimmock 

et al., (323) у свом истраживању испитивали су ефекте серије синтетисаних енона на 

мишијим ћелијама (P388 и L1210 ћелијске линије) као и на хуманим Molt 4/C8 и CEM T-

лимфоцитима и упоређивали са цитотоксичним ефектима Мелфалана. Њихови резултати 

показали су да је већина испитиваних молекула показала значајан цитотоксични ефекат 

у односу на Мелфалан, као и то да су испитивана једињења показивала селективност 

према ћелијама леукемије и канцера колона.  

Резултати испитивања цитотоксичних ефеката новосинтетисаних енона и 

њихових соли на туморским ћелијама канцера цервикса и колона у складу су са 

резултатима осталих истраживача. Индекси селективности су већи у односу на остала 

истраживања, обзиром да испитиване супстанце не показују статистички значајан 

цитотоксични ефекат на здравим ћелијама. IC50 вредности испитиваних енона и њихових 

соли показују усклађеност са осталим истраживањима, уз статистички значајан 

цитотоксични ефекат и значајно ниже IC50 вредности које су израчунате за HCT-116 

ћелије. По ефикасности, тачније по IC50 вредностима испитиваних супстанци, најбољи 

цитотоксични ефекат је био испољен на туморским ћелијама колона, потом цервикалним 

туморским ћелијама. Индекс селективности за све испитиване супстанце (еноне и њихове 

соли), статистички су значајано били већи у односу на вредности доступних 



77 

 

литературних података. Ова чињеница и ови резултати директно су у корелацији са 

изузетно високим IC50 вредностима које испитиване супстанце показују на здравим 

ћелијама. У односу на референтну супстанцу, позитивну контролу која је коришћена у 

виду цисплатине, IC50 вредности су показале да енони и њихове соли испољавају јачи 

цитотоксични ефекат уз ниже IC50 вредности најпре за HCT-116, а потом и за HeLa ћелије. 

Индекс селективности који је израчунат за испитиване еноне и њихове соли у позитивној 

је корелацији са литературним подацима других истраживача. Висок индекс 

селективности је најзначајнији у случају енона и то најпре на HCT-116 ћелијама, потом 

на ћелијама канцера цервикса; док за соли енона индекс селективности је такође значајан 

али не колико је селективност енона. 

Поред утврђивања цитотоксичних ефеката енона и њихових соли, у даљем току 

истраживања посматран је ефекат испитиваних супстанци на морфологију туморских и 

здравих ћелија. Морфологија контролних, здравих туморских ћелија у односу на 

туморске ћелије којима је индукована ћелијска смрт показивала је јасне разлике. 

Апоптоза као програмирана ћелијска смрт, одговорна је за низ физиолошких 

(ембриолошки развој, активност и ефикасност имунског система) али и патолошких 

процеса (различите болести).  

Морфолошке промене апоптотичне ћелије су карактеристичне за фазу апоптозе 

али може се рећи и за органеле. На основу овога за рану апоптозу карактеристичне су 

морфолошке промене које захватају цитоплазму и плазма мембрану ћелије; за средњу 

фазу апоптозе карактеристичне су морфолошке промене на митохондријама и за касну 

фазу апоптозе карактеристичне су промене на једру (324–327). Наиме, у раним фазама, 

почетним фазама апоптозе долази до протрузије фосфатидил серинских остатака ка 

спољашњости; потом следи губитак адхерентности и контакта захваћене ћелије са 

околним ћелијама. Овај губитак адхеренције је у директној корелацији са губитком 

микровила и протрузије плазма мембране.  

Промене на митохондријама најпре се односе на измену митохондријалног 

мембранског потенцијала, стварање пора на митохондријалној мембрани са последичним 

ослобаћањем интермембранозних протеина у цитосол. Једарне морфолошке промене 

које су карактеристичне за финалну фазу апоптозе означене су фрагментацијом једра и 

кондензацијом хроматина. У зависности од јачине апоптотичног стимулуса, дужине 

његовог трајања и фазе ћелијског циклуса, дефинитивне морфолошке промене 

карактеристичне за апоптозу могу да настану за само неколико сати (328). Истраживања 

су показала да је цитотоксични ефекат супстанци на туморским ћелијама праћен 

променама у њиховој морфологији које градацијски и на основу промена могу бити 

класификоване на различите врсте типа ћелијских смрти (апоптоза, пикноза, некроптоза, 

некроза, итд.) (160,329–331).  

У истраживању које је спроведено од стране Ramadoss et al., (332) аутори 

приказују резултате у којима ванилин делује цитотоксично и мења морфологију ћелија 

тумора дојке MCF-7. Аутори такође наводе податак да су морфолошке промене 

туморских ћелија индуковане ванилином у директној корелацији са морфолошким 

карактеристикама апопотичних ћелија. Сличне резултате је у свом истраживању показао 

Qian Li и сарадници (333), који наводе да су ванилин и његови деривати утицали анти-

фунгално на Aspergillus flavus мењајући интегритет ћелијске мембране. Такође 

истраживања спроведена од Bender и сарадника (334), Surya и сарадника (335) и Sarkar и 

сарадника (336), су показала да су деривати ванилина и сам ванилин испољавали анти-

туморско дејство на MCF-7, PaCa2 и Jurkat ћелије уз цитотоксичне морфолошке промене 

које су одговарале апоптотичним променама. Zhou и сарадници (337) показали су да су 

њихови новосинтетисани деривати ванилина (IPM711 и IPM712) узроковали 
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морфолошке промене на нивоу зида бактерија и НСТ-116 ћелије јаче у односу на сам 

ванилин. 

Луковић и сарадници (312) су у свом истраживању испитивали деловање 

ванилинских деривата, халкона на туморским НСТ-116 ћелијама. Промене морфологије 

НСТ-116 ћелија након третмана халконима, одговарале су променама карактеристичним 

за апоптотичне ћелије. Новосинтетисани енони и њихове соли показале су цитотоксични 

ефекат на испитиваним туморским ћелијама. 

Резултати морфолошке анализе туморских ћелија које су третиране енонима и 

њиховим солима испитивани су употребом микроскопа. Наши резултати су у позитивној 

корелацији са резултатима који су приказали остали аутори. Наиме у оба временска 

интервала која су испитивана, енони и њихове соли су узроковале морфолошке промене 

туморских ћелија које су временски и дозно биле зависне и одговарале су променама 

карактеристичним за апоптотичне ћелије. Наиме, најниже дозе енона и њихових соли 

узроковале су губитак адхеренције и контакт са околним ћелијама, уз очуван интегритет 

и облик ћелија. Веће дозе али и дужи временски интервал третмана поменутим 

супстанцама узроковао је промене морфологије третираних ћелија које су 

карактеристичне за касну фазу апоптозе. Ћелије су биле округле, мртве, без контакта са 

околним ћелијама и са последичном фрагментацијом једра која је била видљива на већем 

увеличању. 

Индукција ћелијске смрти туморских ћелија може бити остварена једним или 

удруженим деловањем различитих типова ћелијске смрти. У литературним подацима, 

наводи се да постоје два главна типа ћелијске смрти: 1. програмирана ћелијска смрт (ту 

се убрајају лизозомална ћелијскa смрт, аутофагија, некроза и апоптоза), 2. инфламаторна 

ћелијска смрт (некроптоза, нетоза, пироптоза) и новије откривене у које убрајамо ентозу, 

еребозу, фероптозу, аутозу (167,338–344). Дефинитивна потврда као и одређивање типа 

ћелијске смрти које је индуковано од стране неког агенса може бити спроведено 

употребом специфичног бојења Annexin V/7ААD употребом проточне цитометрије. За 

Annexin је карактеристично да се везује за фосфатидил серинске остатке, који су код 

апоптотичних ћелија орјентисани ка спољашњости, док се 7ААD боја везује за интактну 

ДНК и њоме се приказују здраве ћелије. Управо ова екстернализација фосфатидил 

серинских остатака апоптотичне ћелије користи се као маркер ране фазе апоптозе 

(343,345,346).  

У истраживању које је спроведено од стране Yan и сарадника (313), показано је да 

дериват ванилина, бромованин успешно индуковао апоптозу код туморских HeLa и 

HepG2, као и хуманих Jurkat леукемијских ћелија при дозама од 10 до 40μM. 

Истраживања која су обухватила туморске ћелије хепатичног карцинома и 

неуробластома, Naz и сарадници (347) су показали да је тип ћелијске смрти који је 

индукован ванилином код HepG2 и SH-SY5Y ћелија, посредован апоптозом. У ћелијама 

карцинома колона HT‑29, Guoli и сарадници (348) су такође показали апоптотични ефекат 

ванилина и смањење активност N-метилтрансферазе (ензима чија је активност повишена 

код карцинома и повезана је са резистенцијом на 5-флуороурацил). Поред апоптотичног 

ефекта на различитим типовима туморских ћелија, у истраживањима су приказани 

резултати у којима је ванилин ефикасно индуковао апоптотичну ћелијску смрт у хуманим 

ендометриотским епителијалним ћелијама-11Z (349), MCF-7, HeLa ћелијама (312,350) 

као и ћелијама карцинома колона НСТ-116.  

Узимајући у обзир да су енони и њихове соли новосинтетисани, до сада 

неиспитивани деривати ванилина, у литературним подацима у сврху поређења ефеката 

наших супстанци са резултатима других истраживача, упоређивали смо деривате 

ванилина који су имали различите субституенте. Ahmed и сарадници (351) су показали у 

свом истраживању да су новосинтетисани ванилин изатин хибриди (који садрже 
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различите функционалне субституенте) снажни индуктори ћелијске смрти хуманих HCC 

ћелија, SNU-475 и C3A ћелија хепатоцелуларног карцинома. Song и сарадници (352) 

показали су да је молекул изолован из биљке Selaginella moellendorffii, који као активни 

део садржи изопропил групу, инхибирао пролиферацију и индуковао је апоптозу U2OS 

туморских ћелија остеосаркома.  

Marton и сарадници (353) у свом истраживању приказали су резултате у којима су 

новосинтетисани аналози ванилина и 2,4,6-трихидроксибензалдехида ефикасно 

инхибирали раст ћелија меланома A375. Berk и сарадници (354) користили су о-

ванилински дериват у циљу синтезе компоненти (E)-4-((4-хидрокси-3-метокси-5-

нитробензилиден)амино)-N-(пиридин-2-ил) бензенсулфонамид, (E)-2-метокси-4-(((4-(N-

(пиридин-2- ил)сулфамоил)фенил)имино)метил)фенил ацетат (355) и (E)-2-метокси-4-

(((4-(N-(пиридин-2-ил) сулфамоил)фенил)имино)метил)фенил изобутират (356). 

Резултати студије ових аутора показали су да различити супституенти ванилинских 

деривата испољавају различите биолошке активности, међу којима је је најважнија 

апоптотична тј. анти-туморска активност против ћелија канцера колона HT29 и HCT-116 

ћелија (357).  

Даља истраживања указују на то да компоненте ванилинских деривата које су у 

својој структури садржале сулфомоил и фенил карбоксилатни систем испољавале су 

снажну анти-канцерогену активност против ћелија тумора дојке MCF-7 ћелија (358,359). 

Oliveira и сарадници (360) у свом истраживању синтетисали су једињење ванилин и 1,10-

фенантролин-5,6-дион и испитивали су његово антимикробно и анти-канцерогено 

дејство. Резултати њиховог истраживања показали су да њихов дериват ванилина 

показује обећавајуће анти-канцерогено дејство према HT29 и HCT-116 ћелијама канцера 

колона.  

Резултати ове студије показали су да сви новосинтетисани енони као и њихове 

соли узрокују ћелијску смрт испитиваних туморских ћелија, која је посредована 

апоптозом и да испољавају анти-канцерогено дејство. На ћелијама карцинома колона 

енони су статистички значајно узроковали повећање процента ћелија које се налазе у 

раној фази апоптозе у односу на контролне, туморске, нетретиране ћелије али и у односу 

на ћелије карцинома цервикса. Енон који је најефикасније индуковао апоптозу на 

туморским ћелијама био је енон који је садржао изопропил групу (потом метил, изобутил 

и на крају циклопропил групу). 

Процес апоптозе је строго регулисан великим бројем протеина (анти и про-

апоптотичних протеина). Након доказивања да енони и њихове соли узрокују апоптозу у 

туморским ћелијама, у следећем кораку одређивана је експресија и локализација 

кључних, регулаторних апоптотичних протеина (Bcl-2, Bax, и егзекуторне, извршилачке 

каспазе 3). За дериват ванилина, ванилин оксиме истраживања су показала ефикасну 

индукцију апоптозе у A549 и NCI-H2170 ћелијама карцинома плућа уз смањење 

експресије анти-апоптотичног протеина Bcl-2, повећање експресије про-апоптотичног 

протеина Bax и повећање активности активне каспазе 3 (311). Резултати истраживања 

Sarkar и сарадника (295) показали су да је ванилински третман Jurkat ћелија узроковао 

смањење Bcl-2, повећање експресије Bax, и активацију егзекуторне, извршилачке каспазе 

3. Сличне резултате представили су и аутори у чијим су истраживањима ванилински 

деривати повећали експресију Bax и активирали про-каспазу 9 у туморским MCF-7, HT-

29 и РС12 ћелијама (321,357).  

Резултати нашег истраживања су у корелацији са подацима из литературе. 

Резултати указују на то да су сви испитивани енони статистички значајно смањили 

експресију анти-апоптотичног Bcl-2 протеина, повећали су експресију про-апоптотичног 

Bax и активирали су каспазу 3 у HCT-116 и HeLa ћелијама. Најефикаснији ефекти 

испитиваних енона на експресију и активацију кључних апоптотичних протеина били су 
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испољени на HCT-116 туморским ћелијама. Такође однос Bax/Bcl-2 је статистички 

значајно био повишен у туморским HCT-116 у поређењу са адекватном контролом и у 

поређењу са HeLa ћелијама. Соли енона такође су узроковале промену експресије 

регулаторних протеина у испитиваним туморским ћелијама, али у поређењу са ефектима 

енона, ефекат соли је био статистички значајно умањен. Један од јасних индикатора 

активације митохондријалног апоптотичног пута јесте управо усходна регулација Bax уз 

нисходну регулацију Bcl-2 протеина. 

Још једно од круцијалних дешавања током процеса апоптозе јесте измена 

митохондријалног мембранског потенцијала. Наиме у здравим ћелијама код којих није 

активиран процес апоптозе, митохондријални мембрански потенцијал је у равнотежи и 

одржава функционалност митохондрије (361–363). Током процеса апоптозе, долази до 

пада митохондријалног мембранског потенцијала, који је узрокован формирањем пора на 

митохондријалној мембрани од стране Bax протеина. Као резултат нарушеног 

интегритета митохондријалне мембране, долази до смањења њеног потенцијала, 

дисфункције и ослобађања интемембранозних митохондријалних протеина, од којих је 

најважнији цитохром с (363–365). У различитим истраживањима показано је да 

различити ванилински деривати и њихови аналози узрокују дисфункцију митохондрија 

и ћелијског дисања код Cryptococcus neoformans (366), ћелија аденокарцинома TA3 (367), 

карцинома колона НТ29 (368), SW480/NC и SW480/NNMT ћелијама колоректалног 

карцинома (369), HepG2 ћелијама хепатоцелуларног карцинома (370).  

У резултатима нашег истраживања испитивање функционалности 

митохондријалног мембранског потенцијала спроведено је коришћењем ЈС-10 боје и 

употребом флуоросцентног микроскопа. Резултати су показали да сви новосинтетисани 

енони смањују митохондријални мембрански потенцијал третираних туморских ћелија, 

што је у складу са подацима из литературе (371–375). Смањење митохондријалног 

мембранског потенцијала узрокује пропуштање интермембарнозног протеина, 

цитохрома с у цитоплазму ћелије, где учествује активно у формирању апоптозома. Као и 

у претходним експериментима, најефикасније дејство новосинтетисани енони су 

испољили на ћелијама карцинома колона. Ефекат енона на ћелије карцинома цервикса је 

нижи али није занемарљив. Соли енона такође су индуковале смањење митохондријалног 

мембранског потенцијала третираних туморских ћелија. Као и у претходним 

експериментима, интензитет смањења митохондријалног мембранског потенцијала био 

је израженији у случају енона у односу на соли енона.  

Цитохром с представља протеин који је локализован у интермембранозном 

простору митохондрија (376,377). У митохондријама у физиолошким условима, 

цитохром с испољава своју функцију у респираторном ланцу (где служи као мобилни 

транспортер електрона), у хватању слободних кисеоничних радикала и у редокс 

повезаном протеинском уласку посредством Erv1-Mia40 (58,378,379) и индукцији 

ћелијске диференцијације (380,381).  

Друга, битна улога цитохрома с је у процесу апоптозе, пероксидацији 

кардиолипина и продукцији слободних кисеоничних радикaла која је посредована р66shc 

(381–385). Процес ослобађања цитохрома c из интермембранозног простора у 

цитоплазму ћелија приликом деловања ванилинских деривата и њима сличних молекула 

добро је документован. У истраживању које је испитивало ефекте ових молекула на 

туморске ћелије колона НТ-29, ћелије карцинома дојке МCF-7 и MDA-MB-231 (350), 

туморским ћелијама неуробластома, SKNAS, леукемије K-562, меланома MEL-2 

(334,347,353), и карцинома колона HT-29 дошло је до поремећаја пермеабилности 

митохондријалне мембране, нарушавања њеног интегритета и ослобађања цитохрома с у 

цитоплазму ћелије. Сви ови догађаји доводе до формирања АPAF-1, апоптозома, сечења 

каспаза и финализације процеса апоптозе. Резултати овог истраживања у складу су са 
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доступним литературним подацима и показали су да новосинтетисани енони и њихове 

соли индукују ослобађање цитохрома с у цитоплазму третираних туморских ћелија. 

Новосинтетисани енони су још једном показали статистички значајно ослобађање 

цитохрома с у цитоплазму туморских НСТ-116 ћелија у односу на туморске ћелије 

карцинома цервикса. Овим је потврђен још један корак у испитивању механизма 

деловања новосинтетисаних енона као и њихове јаче селективности према ћелијама 

карцинома колона у односу на ћелије карцинома цервикса. 

Финални корак одређивања ефекта и механизма деловања новосинтетисаних 

енона приказан је на примеру ћелијског циклуса. Ћелијски циклус представља стриктно 

регулисан процес у животу, развоју и диференцијацији сваке ћелије. За разлику од 

здравих ћелија, туморске ћелије поседују измењен ћелијски циклус чиме им је омогућена 

бржа деоба, бесмртност и могућност стварања нових, абнормалних ћелија 

(120,126,132,139,321,332). Различита истраживања су показала да ванилин, његови 

деривати и једињења изведена из ванилина узрокују заустављање ћелијског циклуса у 

одређеним фазама различитих типова туморских ћелија као што су- MCF-7 заустављање 

у G0/G1 фази (332,386), HepG2 и SH-SY5Y у G2/M (387), MCF-7 и MDA-MB-231 у S и 

G2/M фази (334). Литературни подаци о ефектима ванилина и једињења изведених из 

њега говоре управо о широком спектру дејства ових молекула. Резултати испитивања 

ефекта новосинтетисаних енона и њихових соли на туморским ћелијама показали су да 

новосинтетисани молекули узрокују заустављање ћелијског циклуса туморских ћелија у 

G2/M фази. Као и у претходним експериментима, ефекат енона био је значајнији на 

туморским ћелијама карцинома колона у односу на карцином цервикса. Такође, ефекат 

соли енона је био слабији у односу на ефекат који су енони имали на туморским ћелијама. 
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6. ЗАКЉУЧАК 

 

Новосинтетисани енони и њихове соли испољавају значајан цитотоксични ефекат 

на испитиваним туморским ћелијама. Цитотоксични ефекат новосинтетисаних 

супстанци на здравим ћелијама у односу на туморске је занемарљив. Овим је потврђена 

туморска селективност новосинтетисаних молекула. Резултати су такође показали да 

новосинтетисани молекули индукују јачу апоптозу у туморским ћелијама колона у 

односу на туморске ћелије цервикса. 

Дејство новосинтетисаних молекула на туморским ћелијама довело је до смањења 

митохондријалног мембранског потенцијала, нисходне експресије Bcl-2, усходне 

регулације Bax, активације каспазе 3 и ослобађања цитохрома с у цитоплазму ћелија. 

Овим је први пут показано да новосинтетисани молекули индукују смрт туморских 

ћелија која је индукована активацијом унутрашњег, митохондријалног пута. 

Резултати овог истраживања показали су велики број резултата који говоре у 

прилог даљег испитивања енона у примени лечења карцинома колона. 
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382. José A. Sánchez-Alcázar,  Khodjakov A,  Schneider E. Anticancer Drugs Induce 

Increased Mitochondrial Cytochrome c Expression That Precedes Cell Death. Cancer 

Res.  2001;61(3):1038–1044.  

383. Abramczyk H, Brozek-Pluska B, Kopeć M. Double face of cytochrome c in cancers by 

Raman imaging. Sci Rep. 2022 Feb;12(1):1–11.  

384. Jiang X, Wang X. Cytochrome C-mediated apoptosis. Ann rev biochem. 2004;73:87–

106.  

385. Garland JM, Rudin C. Cytochrome c Induces Caspase-Dependent Apoptosis in Intact 

Hematopoietic Cells and Overrides Apoptosis Suppression Mediated by bcl-2, Growth 

Factor Signaling, MAP-Kinase-Kinase, and Malignant Change. Blood. 1998 

Aug;92(4):1235–46.  

386. Li H, Dang C, Tai X, Xue L, Meng Y, Ma S, et al. VALD-3, a Schiff base ligand 

synthesized from o-vanillin derivatives, induces cell cycle arrest and apoptosis in breast 

cancer cells by inhibiting the Wnt/β-catenin pathway. Sci Rep. 2021 Jul;11(1):1–14.  

387. Naz H, Tarique M, Khan P, Luqman S, Ahamad S, Islam A, Ahmad F, Hassan MI. 

Evidence of vanillin binding to CAMKIV explains the anti-cancer mechanism in human 

hepatic carcinoma and neuroblastoma cells. Mol Cell Biochem. 2018 Jan;438(1-2):35-45.  

388. Narode H, Gayke M, Bhosale RS, Eppa G, Gohil N, Bhattacharjee G, et al. Vanillin 

containing 9H-fluoren sulfone scaffolds: Synthesis, biological evaluation and molecular 

docking study. Results Chem. 2022;4:100269. 

 



111 

 

 

 

Биографија 

 

Maрија Булић рођена је 16.06.1981. у Пожеги. Oсновну школу „Петар Лековић“ у Пожеги 

завршила је као носилац Вукове дипломе. Гимазију „Свети Сава“ у Пожеги завршила је 

2000. године са одличном успехом. Фармацеутски факултет Уневрзитета у Београду, смер 

медицински биохемичар завршила је 2009. Запослена је на радном месту медицинског 

биохемичара у Центру за медицинску биохемију Универзитетског клиничког центра 

Србије. Докторске академске студије на Факултету медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу уписала је 2021. године. Здравствену специјализацију Медицинска биохемија 

уписaла је 2024. године и тренутно је на другој години специјалистичких студија. Говори 

енглески језик. 

 

Библиографија 

 

1. Bulic М, Nikolic I, Mitrovic M, Muskinja J, Todorovic T,   Anđelkovic M. Four newly 

synthesized enones induce mitochondrial-mediated apoptosis and G2/M cell cycle arrest 

in colorectal and cervical cancer cells. RSC Adv; 2024,14, 33987-34005. doi: 

10.1039/d4ra06529h. 

2. Bulic M, Andjelkovic M, Mitrovic M, Stanojevic Pirkovic M, Kostic M, Jankovic S, 

Lukovic J, Mladenovic V,  Nikolic I. Diagnostic Agreement of Presepsin, Procalcitonin, 

C-Reactive Protein and White Blood Cell Count in Patients with Suspected Sepsis. Acta 

Facultatis Medicae Naissensis. 2024; 41(2):214-222. doi: 10.5937/afmnai41-46406   

3. Nikolic I, Luković J, Marković T, Ristić T, Bulić M, Anđelković M, Šorak M, 

Milinković M, Muškinja J, Čanović P, Mitrović M. New O-alkyl Chalcone Derivative 

Exhibits Antiproliferative Potential in Colorectal and Cervical Cancer Cells by Inducing 

G0/G1 Cell Cycle Arrest and Mitochondrial-mediated Apoptosis. Curr Med Chem. 2025 

Mar 6. doi: 10.2174/0109298673317485240827093121. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 



 

 

 
 



 

 

 
 



 

 

 
 

 

 


	1. УВОД
	1.1. Tумори
	1.1.1. Подела тумора

	1.2. Карцином колона
	1.2.1. Етиологија карцинома дебелог црева
	1.2.2. Патофизиологија карцинома колона
	1.2.3. Лечење колоректалног карцинома

	1.3. Карцином грлића материце
	1.3.1. Етиологија карцинома грлића материце
	1.3.2. Патофизиологија карцинома грлића материце
	1.3.3. Лечење карцинома грлића материце

	1.4. Ћелијски циклус
	1.4.1. G1/S фаза ћелијског циклуса
	1.4.2. G2/M фаза ћелијског циклуса

	1.5. Програмирана ћелијска смрт
	1.5.1. Процес апоптозе
	1.5.2. Про и анти-апоптотични протеини – регулаторни протеини процеса апоптозе
	1.5.3. Каспазе
	1.5.4. Спољашњи (рецепторски) пут апоптозе
	1.5.4. Унутрашњи (митохондријални) пут апоптозе

	1.6. Природни молекули у терапији карцинома
	1.6.1. Биолошки ефекти биљака
	1.6.2. Биосинтеза енона и њихових соли
	1.6.3. Општи поступци за синтезу енона E1 и E3
	1.6.4. Општи поступци за синтезу енона E2 и E4


	2. ЦИЉЕВИ ИСТРАЖИВАЊА
	3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ
	3.1. Врста студије
	3.2. Култивисање ћелија, реагенси и испитиване супстанце
	3.3. МТТ тест цитотоксичности
	3.4. Морфологија третираних ћелија
	3.5. Проточна цитометрија - Annexin V-FITC тест апоптотичности
	3.6. Проточна цитометрија – анализа регулаторних протеина апоптозе - Bах, Bcl-2 и каспазе-3
	3.7. Флуоресцентна микроскопија – одређивање експресије и локализације цитохрома с
	3.8. Одређивање промене митохондријалног мембранског потенцијала
	3.9. Ћелијски циклус
	3.10. Статистичка анализа података

	4. РЕЗУЛТАТИ
	4.1. Цитотоксични ефекат енона и соли енона
	4.2. IC50 вредност концентрација енона и соли енона
	4.3. Индекс селективности
	4.4. Утицај новосинтетисаних енона и соли енона на морфологију третираних туморских ћелија
	4.5. Утицај енона и соли енона на апоптозу третираних ћелија
	4.6 Утицај енона и соли енона на протеине Bax и Bcl-2 у туморским ћелијама
	4.7. Ефекат енона на каспазе у ћелијама HCT-116 и HeLa
	4.8. Утицај енона и соли енона на потенцијал митохондријалне мембране
	4.9. Утицај енона и соли енона на ослобађање цитохрома с из интермембранозног простора у цитоплазму туморских ћелија
	4.10. Утицај енона и соли енона на ћелијски циклус

	5. ДИСКУСИЈА
	6. ЗАКЉУЧАК
	7. ЛИТЕРАТУРА

