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САЖЕТАК 

Увод: Карцином дојке је значајан медицинско-социјални проблем и свако ново откриће 

у циљу унапређења метода лечења, је од велике важности. Антитуморска активност 

деривата платине доказана ранијим истраживањима увела је цисплатину али и 

карбоплатину и оксалплатину у свакодневну праксу. Иако чине више од 50% клинички 

примењених агенаса, токсични ефекти, слаба растворљивост али и резистенција тумора на 

ове агенсе, ограничавају њихову употребу. Стога су синтетисани динуклеарни комплекси 

платине(II) са намером проналажења нових једињења која би имала боља фармаколошка 

својства. 

Методе: Синтетисатисали смо одговарајуће платина(II) комплексе, [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-

phen)}(ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)}(ClO4)2, где је 1,7-phen мостни лиганд  1,7-

фенантролин, односно 4,7-фенантролин. Антитуморски ефекат синтетисаних комплекса in 

vitro смо испитали МТТ тестом, анализом ћелија обојених Аnnexin-ом V и пропидијум 

јодидом, анализом молекула укључених у процес апоптозе (Bax, Bcl-2, каспаза-3) и 

анализом ћелијског циклуса.  

Очекивани резултати: Доказали смо да испитивани комплекси показују израженији 

антитуморски ефекат in vitro на 4Т1 и MDA-MB-231 ћелијским културама карцинома 

дојке у поређењу са цисплатином, као и оксалиплатином као лековима који се користе за 

лечење карцинома дојке. 

Очекивани закључак: Наредна истраживања у области синтезе платине са лигандима од 

фармаколошког значаја би могла бити поткрепљена динуклеарним комплексима 

платине(II).  

Кључне речи: 4Т1, MDA-MB-231, карцином дојке, динуклеарни комплекси платине(II), 

инфрацрвена и НМР спектроскопија, оксалиплатина, цисплатина 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Introduction: Breast cancer is a significant medical and social problem and any new 

discovery to improve treatment methods is of great importance. The antitumor activity of 

platinum derivatives proven by previous studies has introduced cisplatin but also carboplatin and 

oxalplatin into daily practice. Although they comprise more than 50% of the clinically applied 

agents, toxic effects, poor solubility, and tumor resistance to these agents limit their use. 

Therefore, dinuclear platinum (II) complexes were synthesized with the intention of finding new 

compounds that would have better pharmacological properties. 

Methods: We synthesized the corresponding platinum (II) complexes, [{Pt (en) Cl} 2 (µ-1,7-

phen)} (ClO4) 2 and [{Pt (en) Cl} 2 (µ-4,7) -phen)} (ClO4) 2, where the 1,7-phen bridge ligand 

is 1,7-phenanthroline and 4,7-phenanthroline, respectively. The antitumor effect of the 

synthesized complexes in vitro was examined by MTT assay, analysis of Annexin V stained cells 

and propidium iodide, analysis of molecules involved in the apoptosis process (Bax, Bcl-2, 

caspase-3) and cell cycle analysis. 

Expected results: We have demonstrated that the investigated complexes show a more 

pronounced antitumor effect in vitro on 4T1 and MDA-MB-231 breast cancer cell cultures 

compared to cisplatin as well as oxaliplatin as drugs used to treat breast cancer. 

Expected conclusion: Further research in the field of platinum synthesis with ligands of 

pharmacological importance could be supported by dinuclear platinum (II) complexes. 

Keywords: 4T1, MDA-MB-231, breast cancer, platinum (II) dinuclear complexes, infrared 

and NMR spectroscopy, oxaliplatin, cisplatin 
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1. Уводна разматрања 

 

1.1. Опште карактеристике  карциномa дојке 

 

1.1.1. Ембриологија дојке  

Дојка (lat. mamma, grč. mastos) је млечна жлезда ембиолошки гледано ектодермалног 

порекла. Заправо по својој грађи представља модификовану знојну жлезду. Зачетак дојке 

се ембриолошки јавља већ у  осмој недељи гестације, у виду задебљања епидермиса или 

„млечне линије“ (Слика 1).  

 

Слика 1. Ембрионални развој ткива дојке (модификовано из: 

https://slideplayer.com/slide/3878819/) 

https://slideplayer.com/slide/3878819/
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Главни одводни канали режњева млечне жлезде (ducti lactiferi) којух има приближно 

25, настају из дисталног епидермиса који урања у мезенхим. У каснијем развоју из 

епителних трака најпре се разгранавају а потом формирају прави лумен, чији спољашњи 

отвори по рођењу формирају брадавицу (1). Све до периода пубертета развој дојки је 

истоветан код оба пола, да би у периоду пубертета био настављен развој епителних трака  

код девојчица уз нагомилавање масног ткива дојке (слика 2). Дефинитивна 

диференцијација жлезданог ткива је у периоду трудноће а у срарости ткиво дојке улази у 

тзв. Сенилну инволуцију (2).  

 

Слика 2. Развој дојке од рођења до адолесценције (модификовано из: 

http://www.drdeepakulkarni.com/latest-update/development-of-breas/87) 

 

 

http://www.drdeepakulkarni.com/latest-update/development-of-breas/87
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 1.1.2. Грађа дојке  

У анатомско хистолошком смислу млечна жлезда је грађена од епителног, везивног и 

масног ткива. Пропорција ова три саставна елемента варира од узраста, хормонског 

статуса и генетски је детерминисана. Масно ткиво окружује млечну жлезду.  Епително 

(жлездано) ткиво дојке се састоји од 15 до 20 режњева, који су зракасто распоређени око 

осовине која пролази кроз брадавицу. Режањ се завршава одводним млечним каналом који 

се отвара у регији брадавице. Режњеви дојке се састоје из режњића који опет имају своје 

изводне канале. Основну грађу режњева дојке чине режњићи са изводним каналима. Сам 

режњић дојке се састоји из тзв. Ацинуса којих има око 100 и представљају секреторни део 

млечне жлезде (слика 3). Унутрашњи зид изводних канала млечних жлезда је грађен од 

епителног слоја, чија је деоба зависна од естрогена и миоепителних ћелија (3). 

 

 

Слика 3. Анатомија дојке (модификовано из: https://www.vectorstock.com/royalty-free-

vector/cross-section-of-female-breast-anatomy-vector-15819316) 

https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/cross-section-of-female-breast-anatomy-vector-15819316
https://www.vectorstock.com/royalty-free-vector/cross-section-of-female-breast-anatomy-vector-15819316
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1.1.3. Канцерогенеза 

 

Трансформација здравих ћелија у канцерогене представља канцерофенезу. Она настаје 

као резултат поремећеног механизма пролиферације ћелија и поремећене репарације 

грешака насталих на ДНК акумулацијом генских грешака. Један од највећих оштећења 

молекула ДНК предтстављају мутације. Оне настају акцидентално током процеса 

репликације, али и као резултат експозиције ДНК карциногенима али такође могу настати 

и у случају када репаративни механизми поправке ДНК постану неефикасни (4).  Када 

дође до  малигне трансформације, тада заправо долази доперманентне, патолошке 

инеконтролисане пролиферације ћелија (5). Да би једна ћелија постала малигно 

трансформисана кључни моменат је поремећај у функцији или грађи гена који регулишу 

пролиферацију ћелије. Гени, који својим продуктима промовишу физиолошки раст ћелија 

су протоонкогени. Њиховом мутацијом настају онкогени који синтетишу тзв. 

онкопротеине. Онкопротеини делују тројако, стимулишудеобу ћелија, инхибирају 

диференцијацију ћелија и спречавају ћелијску смрт (6). Због свега напред наведеног 

онкогени све више представљају моћну мету за деловаље хемиотерапеутика. На пример 

поједини лекови делују тако што заустављају процесе транскрипције онкогена као што је  

трастузумаб коме је механизам деловања повезан са HER-2 онкогеном код карцинома 

дојке (7). За разлику од онкогена постоји једна група тзв. Тумор-супресор гена који врше 

поправке оштећења ДНК. Са друге стране тзв. тумор супресорски гени могу да зауставе 

ћелијски циклус и започину процес програмиране ћелијске смрти и тако исправе грешке у 

ДНК молекулу. Уколико ови гени изгубе своју функцију последица је неконтролисан 

ћелијски раст и коначно малигна трансформација ћелија (6). Један од најбитнијих гена из 

ове групе ген TP53 и његовпротеински продукт р53. Генске мутације TP53 се оучавају  код 

већине малигних тумора, зато се и овај ген карактерише као ,,чувар” генома. Протеин р53 

се везује за молекул ДНК, активира контролне тачке ћелијског циклуса (енг. checkpoint 

activation). Исход ове активације је или поправка грешке уколико је оштећење мање или 

индукција апоптозе уколико је оштећење веће (8). 

Са друге стране дејством неких вируса могу такође настати оштећења ДНК и 

следственој малигној трансформацији ћелије. Поједини РНК вируси (ретровируси) могу да 
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изазову туморе код животиња а поједини и код људи какав је (HTLV) хумани-T ћелијски 

вирус, који припада групи ретровируса и сматра се најважнијим у етиопатогенези хуманог 

Т-ћелијског лимфома (9). 

Хумани папилома вируси (HPV) важе за кључне иницијаторе карцинома на грлићу 

материце и типичан су пример ДНК вируса који индукују канцерогенезу. Такође вируси 

хепатитиса В и С се доводе у тесну везу са етиологојом а и патогенезом карцинома 

јетриних ћелија (10). Да би дошло до увећања туморске масе осим горе наведених генских 

мутација које за последицу имају и поремећај пролиферације ћелија мора бити укључен и 

процес ангигенезе у циљу снабдевања канцерских ћелија кисеоником и потребним 

нутритијентима. Овај процес је условљен повећаним потребама сада већ измењене ћелије. 

Такође овај процес је од велике важности и за ширење тумора тј. метастазирање (11).  Још 

једна од карактеристика малигних ћелија коју на овом месту треба поменути је појачан 

метаболизам у енергетском смислу у односу на здраве ћелије. Ове ћелије испољавају тзв. 

''Варбургов ефекат'' што представља способност малигне ћелије да аеробну гликолизу која 

је заступљена у нормалним ћелијама преведе у анаеробну. Том приликом се ослобађа и до 

15 пута мање енергије. Овај процес је праћен великим енергетским губитцима и 

следственим ,,гладовањем“ здравих ћелија (12). Секундарни тумор који је настао од 

примарног на удаљеном месту представља метастазу. Овај процес се може десити путем 

крви, лимфе, одвајањем у телесне шупљине. У суштини ова особина тумора је кључни 

проблем у терапији малигнитета али и узрок морталитета и морбидитета (12).  

 

1.1.4. Карцином дојке - (Carcinoma mamme)  

 

Применом напред наведених чињеница о канцерогенези на ткиво дојке долазимо до 

потенцијалних тачака иницијације тумора дојке. Грешке у геному, од тачкастих мутација, 

транслокација, делеција, хипердиплоидија до хромозомских реаранжмана имају за 

последицу активацију онкогена, инактивацију тумор супресор гена или доводе до измене 

гена који контролишу геном. Тако долази до формирања клонова туморских ћелија са 
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високим пролиферативним индексом. Клон ћелија се независно размножава и ствара масу 

туморског ткива и управо оваква ћелија формира тумор. Ако ове ћелије тумора имају 

способност инвазије, тј. продирања у околна ткива и способност метастазирања, онда је 

реч о малигном тумору - карциному (13). 

 

1.1.4.1. Епидемиологија карцинома дојке 

 

Карцином дојке је најчешћи малигни  тумор код жена у свету и чини више од 20% свих 

малигних болести у женској популацији. Годишње у свету се открије  преко 1,5 милиона 

нових случајева болести (у Европи преко 360.000) и преко 500.000 смртних исхода са овом 

дијагнозом (у Европи око 92.000) (14). Jедна од осам жена може очекивати да ће током 

свога живота оболети од ове болести (15). Региони са највишом учесталости болести су 

западна Европа, северна Америка, Аустралија, Нови Зеланд и неке земље јужне Америке 

(Аргентина), што се објашњава вишом преваленцијом познатих фактора ризика за ову 

тумор дојке  у овим регионима. Мањи ниво ризика од појаве обољења јавља се у мање 

развијеним регионима субсахарске Африке, јужне и источне Азије, укључујући и Јапан, 

где је вероватноћа за појаву карцинома дојке три пута мања него у земљама Европе и 

Америке. Што се тиче Европе, највише стопе инциденције региструју се у западној и 

северној, док су стопе у јужној и источној Европи ниже (16). 

Према подацима до 2012. Године, од свих новооткривених тумора (морбидитет) код 

жена у Централној Србији, 26% чине карциноми дојке. (17). Скоро две трећине жена у 

моменту окривања болести има регионално проширену болест или регионалне метастазе, 

што има катасрофалне последице. Управо овај податак објашњава висок проценат 

смртности (морталитет) од ове болести у Србији веома висок (18%) (17). Добро 

организовани скрининг програми за карциноме дојке до 2 cm у развијеним земљама 

Европе и САД успешни су у 70-80% случајева, док је у Србији тај проценат знатно мањи 

(20%). 
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 1.1.4.2. Етиологија карцинома дојке  

 

Данашњи приступ етиолошки карциному дојке је мултифакторијални. Међу бројним 

факторима предњачи старост, који заједно са генетском предиспозицијом, трајањем и 

природом репродуктивног периода жене (рана менарха-касна менопауза, нулипаритет, 

касна прва трудноћа, недојење) и деловањем спољашњих фактора ризика (исхрана, 

физичка активност, пушење), чини карцином дојке најчешћим малигнитетом код жена. 

Главни симптом јесте безболна, чврста, неправилно ограничена маса у ткиву дојке. 

Дијагноза се поставља дефинисаним алгоритмом који се састоји из физичког прегледа, 

биопсије и неке од imiging техника (мамографија, ултразвук, магнетна резонанца). 

Фактори од прогностичког значаја су величина тумора, нодални статус, хистолошки 

градус, статус хормонских рецептора. Основа терапијског приступа је операција, са 

зрачном-, хемио-, хормоно- или циљаном терапијом, или комбинацијом неких од 

наведених терапијских процедура. Упркос свим напорима и напретку медицне глобално 

преживљавање од карцинома дојке мање од 55%, што намеће императив што хитнијег 

увођења индивидуализованог третмана ове болести у клиничку праксу (18). Фактори 

ризика за карцином дојке су бројни и на жалост делују синергички те није могуће 

изоловати специфичну улогу сваког од њих. 

 

1.1.4.3. Фактори ризика за настанак карцинома дојке су:  

 

Пол - У 60-100 пута се чешће јавља код жена него код мушкараца (17);  

Године старости–Вероватноћа појаве карцинома дојке се повећава са годинама 

старости. Учесталост  појаве карцинома дојке код жена у Србији постепено се повећава са 

годинама живота до 60. године живота, након чега полако почиње да опада. У Србији 

највећа узрасно-специфична стопа инциденце карцинома дојке код жена забележена је у 

старосној групи од 55 до 65 година (17);  
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Породична историја - (генетички фактори). Генетички фактори дају одговор за појаву 

карцинома дојке у 5 до 10% случајева и повезани су са мутацијама у генима BRCA1 и 

BRCA2; 

Претходна дијагноза бенигних промена у дојци - атипична дуктална хиперплазија, 

лобуларна хиперплазија, лобуларни карцином in situ, папиломи;  

Исхрана–Као и за већину болести малигног карактера бројне студије показују да стил 

живота и навике у исхрани представљају ризикофактор. Унос великих количина 

висококалоричне хране, масти и протеина животињског порекла сматра се као битан 

фактор ризика за настанак ове болести код жена у постменопаузи (19) Алкохол - 

Конзумирање чак и умерених количина алкохола се неким студијама доводи у везу са 

појавом карцинома дојке. Редовно конзумирање алкохола, као и други фактори средине 

могу изазватипромене у генској експресији различитих сигналних путева (20). Чак и мале 

концентрације етанола (0,06%) имају штетан утицај на транскрипцију гена везаних за 

малигну пролиферацију епителних ћелија млечне жлезде. Етанолповећава активност 

естрогена, индукујући пролиферацију преко CP450 ароматазе (хумани цитохром CYP19 

или P450ароматазе) сигналног пута и могао би да има кључну улогу у раном развоју 

аденокарцинома дојке (21);  

Зрачење–Радови из литературе наводе да свака доза зрачења се може довести у везу са 

карценогенезом, нема мале дозе. (22). Штавише, неки аутори сматрају да радиотерапија 

као терапијска мера повећава ризик од појаве карцинома друге дојке (23).;  

Стрес–Код здравих, нормалних ћелија постоје ензимски системи за превенцију, 

репарацију и корекцију грешака на ДНК, а које су настале као последица дејства 

различитих унутрашњих и спољашних стресних реакција. Али код ћелија карцинома, 

стрес утиче на ослобађање високих концентрација слободних радикала, које превазилазе 

могућности заштитних репаративних система ћелије повећањем учесталости мутација (24, 

25).  

1.1.4.4. Макроскопске карактеристике малигних тумора дојке  
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Макроскопске особине карцинома дојке су детерминисане њиховим ткивним 

пореклом, хистолошким типом односно подтипом. На попречном пресеку су нејасно 

ограничени од околине, неправилног облика а на додир имају чврсту и неретко зрнасту 

грађу. Обзиром да имају доста фиброластичног ткива на пресеку су беличасте боје са 

тракастим формацијама (слика4). Изузетака разуме се има, ретко карцином дојке 

макроскопски може бити јасно ограничен од околног ткива, мекане конзистенције. Голим 

оком се понекад у оквиру самог карцинома  могу уочити зоне некрозе и крварења 

(папиларни и медуларни карциноми). Додуше ретка форма али описана су малигни 

филодни карциноми, и они су великих димензија (медијана 60 милиметара), чврте 

конзистенције, јасно ограничени од околине са цистичним просторима. У њима се такође 

могу запазити некротична поља (2).  

 

Слика 4. Макроскопске карактеристике малигног тумора дојке на попречном пресеку     

(модификовано са сајта: https://webpath.med.utah.edu/NEOHTML/NEOPL030.html) 

 

1.1.4.5. Микроскопске карактеристике малигних ћелија  

https://webpath.med.utah.edu/NEOHTML/NEOPL030.html
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Гледано под објективом микроскопа малигне ћелије имају атипичну структуру, са 

поремећеним односом једро-цитоплазма (Слика 5). Обзиром да имају како је раније 

наведено изражену метаболичку активност ове ћелије под микроскопом имају велика једра 

а неретко и мегаједарне структуре.  

 

Слика 5. Шематски приказ разлике између здравих и маигно измењених ћелија     

(модификовано са сајта: http://valleywatch.net/?p=4188) 

У оквиру једра хроматин је згрудван, неравномерно распоређен, смештен на 

периферији. Разуме се да малигне ћелије имају виском митотски индекс па у оквиру ћелије 

је могуће видети већи број једара зато што цитоплазма не стиже да се том брзином подели. 

У микроскопском смислу карактеризација једараца у смислу повећања броја, величине 

(повећање за 5 микрона у пречнику) и изгледа има индикативни карактер за малигнитет 

(2).Феномен контактне инхибиције, који је иначе зступљен код здравих ћелија, се овде 

губи зато што је и ћелијска мембрана измењена (26). Малигне ћелије су развиле механизме 

да измене свој енергетски метаболизам, у циљу повећане потребе за енергијом коју намеће 

стална пролиферација (27). Процес пролиферације малигних ћелија не подлеже 

http://valleywatch.net/?p=4188
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постојећим регулаторним процесима ћелије. Ове ћелије самостално прозводе факторе 

раста, повећаају ниво рецептора на мембрани, активирају сигналне путеве укључене у 

контролу раста ћелија (27). Малигне ћелије успевају да узбегну процес апоптозе, обично 

губитком функције одређених протеина укључених у процес апоптозе, повећањем 

експресије антиапоптотских или смањењем експресије проапоптотских молекула (27, 28). 

Будући да су малигне ћелије стално у процесу пролиферације оне су развиле и механизме 

којима одржавају стабилност теломера преко високо експримованих ензима теломераза 

(29). Паралелно са процесима пролиферације долази до процеса неоангиогенезе а повећане 

енергетске потребе се превазилазе тако што малигне ћелије производе енергију 

ферментацијом глукозе, и да би 35% редукована ћелијска респирација нормалних 

ембрионалних ћелија резултирала тиме да оне пређу са оксидативног метаболизма на 

ферментацију (30). Анаеробни метаболизам глукозе у лимфним и крвним судовима први је 

корак неопластичног  процеса, јер она загађује непосредну околину, што прави предуслов 

да малигне ћелије буду непрепознате од стране имунског система домаћина. Раније описан 

процес неоангиогенезе туморских ћелија је подстакнут секрецијом фактора 

неоангиогенезе које луче саме маигне ћелије (31, 32) Основне карактеристике малигних 

ћелија инванзивност, способност насељавања околних ткива, настају као резултат 

слабљења међућелијских веза, лучења протеолитичких ензима и металопротеиназа које 

разграђују међућелијски матрикс и олакшавају продирање малигних ћелија у околна ткива 

(32, 33).  

1.1.4.6. Класификација тумора дојке 

Класификација тумора дојке заснива се првенствено на основу њиховог хистогенетског 

порекла, а онда у оквиру сваке групе постоји класификација према инвазивности, 

хистоморфолошким, хистохемијским и биолошким особинама (Scarff и Torloni, 1968). 

Неопходно је дијагностиковање тумора различите хистогенезе, као и различитих 

хистолошких типова у оквиру једне хистогенетске групе, јер се они међусобно разликују 

по свом биолошком понашању, због чега су и терапијски приступи различити. Према 

Светској здравственој организацији (World Health Organization - WHO) сви карциноми 

дојке се класификују у две велике групе: неинвазивни и инвазивни карциноми дојке 

(Табела 1).  
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Табела1. Хистолошка класификација тумора дојке према светској здравственој 

организацији 

 

I Епителни тумори 

 

1. бенигни (интрадуктални,аденомбрадавице,тубуларниаденом) 

2. малигни- карциноми 

 

a. неинвазивни 

 

 дуктални in situ 

 лобуларни in situ 

 

b. инвазивни 

 

 дуктални инвазивни 

 дуктални инвазивни са доминантном дукталном компонентом 

 лобуларни инвазивни 

 муцинозни 

 медуларни 

 папиларни 

 тубуларни 

 аденоцистични 

 секреторни 

 апокрини 

 карциномисаметаплазијом 
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II Мешовити тумори 

 

1. бенигни(фиброаденоми и филодни тип) 

2. малигни(филоднии карциносарком) 

 

III Мезенхимни тумори 

2. бенигни 

3. малигни саркоми(лејомиосарком,липосарком и ангиосарком) 

IV Туморске лезије 

 

1. дуктектазије 

2. инфламаторни псеудотумори 

3. хамартоми и 

4. гинекомастија 
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1.1.4.7. Патохистолошка тумачења карцинома дојке - ТNM класификација 

Патохистолошке претраге умају кључног утицаја у резултатима лечења карцинома 

дојке. Савремена онколошка, хируршка и епидемиолошка испитивања стављају акценат на 

патохистолошки препарат-PH, и уносе нове маркере и појмове, а самим тим и нови 

приступ у тмачењу резултата патохистологије. ТNM класификацијa подразумева опис 

тумора (Т-величина, N-број и захваћеност регионалних лимфних чворова, М-присуство 

метастатских депозита). Са порастом брија иза сваке ознаке расте и степен раширености 

болести. Актуелна ревизија ТNM класификације, као најзначајније факторе наводи: 

стадијум туморске болести (TNM), резидуални статус (R), захваћеност и/или удаљеност 

тумора од циркумферентне ресекционе линије  (CRM), присуство туморских депозита 

(TD), васкуларне инвазије (V), перинеуралне инвазије (PN) и степена регресије тумора 

(TRG) (34). (Слика 6).  

 

Слика 6. TNM класификација (модификовано са сајта: 

https://www.slideshare.net/sarwatmisbah/tnm-classification-of-breast-carcinoma 

Здраве и малигне ћелије дојке поседују рецепторе за хормоне и факторе раста од којих 

су најбитнији: естрогенски (ER), прогестеронски (PR) и рецептор за хумани епидермални 

https://www.slideshare.net/sarwatmisbah/tnm-classification-of-breast-carcinoma


 

15 

 

фактор раста, HER 2 (енгл. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2). Тависно од степена 

експримираности горе наведених рецептора и патохистолошки извештаји се разликују и 

приступ пацијентима је индивидуалан. Посебни, прогностички најнеповољнију категорију 

предтсављају такозвани троструко негтивни тумори  (Triple Negative Breast Сancer). Ови 

тумори су најагресивнији нај резистентнији на све методе терапије и баш мод њих би 

примена препарата платине могла бити од кључне важности. Највећи карцинома дојке, око 

75%, на својој мембрани експримира знатне количине рецептора за естроген, зато их 

називамо естроген позитивни (ЕR+), око 65% су прогестерон позитивни тип (PR+). 

Уколико имају оба рецептора онда је то ЕR+/PR+ фенотип (60%) и они добро реагују на 

хормоналну терапију (нпр. тамоксифен), аналогно томе ЕR-/PR- у 5-10% случајева 

повољно одговарају на терапију (35). Осим горе наведена два рецептора 1985. Године је 

откривен битан рецептор за фактор раста, HER-2. Овај протеин је производ активности Erb 

B2-гена и идентификује се код 20% карцинома дојке. То је протоонкоген, који је лоциран 

на хромозому 17. HER-2 (хумани епидермални фактор раста) је део фамилије гена који 

регулишу ћелијски раст (36). Код карциномске болести дојке сусрећемо се са повећаном 

експресијом горе наведеног гена што за резултат има измене у регулацији ћелијске деобе и 

раста (37). Број рецептора фактора раста је у директној сразмери са степеном 

пролиферације и агресивности тумора а са друге стране је обрнуто пропорционалан 

сензитивности на хемио- и хормонску терапију. Спољашњи крај рецептора је експримиран 

на површини ћелије карцинома дојке, док се унутарћелијски ензим тирозин киназа везује 

са унутрашње стране за рецептор. Описана су три лиганда за HER-2 рецептор, укључујући 

HER-1, или епидермални фактор раста (EGFR), HER-3, и HER-4. Тирозин киназа HER-2 је 

активирана везивањем фактора раста за ове кључне тачке и тако за последицу имамо 

„укрштено активирање” HER-2 киназе и то се имунохистохемијски може измерити (38).  

1.1.4.8. Молекуларна биологија и карцином дојке 

У разумевању комплексности у откриваља и адекватног лечеља карцинома дојке 

велику улогу има напредак молекуларне биологије. На почетку два су круцијална модела 

за настанак карцинома дојке. Први, модел по коме се предпоставља да свака ћелија има 

потенцијал да постане малигна тзв. „клонална еволуциона хипотеза“. Према другој теорији 

предпоставља се да свако ткиво има тзв. канцерске матичне ћелије одговорне за настанак и 
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прогресију туморског ткива. према којој је свака ћелија ткива дојке подложна мутацијама, 

које јој омогућавају пут ка бесмртности, односно канцерогености. Према другој хипотези 

претпоставља се да у сваком ткиву постоје туморске матичне ћелије и да је ова врста 

ћелија одговорна за иницијацију и прогресију туморског ткива (39). Резултати брохних 

студија показују да је за настанак карцинома потребно само 4-7 мутација гена (40). 

Обзиром на горе наведене чињенице и узимајући у обзир да се број мутација у геномима 

броји хиадама а само поједине ћелије буду специфично погођене и специфични ген је 

мутиран студије показују да постоји посебна група ћелија  за које би се могло рећи да су 

преканцерозне зато што испољавају тзв. “мутатор фенотип”, којим се обезбеђује селекција 

клонова и еволуција тумора (41). Да ли ће стање повећане мутабилности резултирати 

оштећењем ћелије и следствене апоптозе тј. негативне клоналне селекције, или ће доћи до 

опстајања “мутатор фенотипа” питање је на које многе студије покушавају да дају 

одговор. Бројни су резултати који говоре да за настанак карцинома и није неопходно 

станје хипермутабилности са једне стране а и мутације на генима одговорним за очување 

интегритета ДНК су са ниском учесталости (42). 

Описано је више ганских мутација које се доводе у везу са појавом карцинома дојке. 

Са друге стране на све особе са мутацијама не добијају кацином дојке. Напредна 

молекуларна биологија даје резултате да 10% пацијената у једном периоду живота има 

могућност да оболи од карцинома дојке (43).  Коказано је да кључну улогу у иницијацији 

карцинома дојке имају мутације на p53, BRCA1 и BRCA2 генима. Гени BRCA1 и BRCA2 

су битни за нормално функционисање ћелија, јер учествују у контроли процеса раста 

ћелија и механизмима репарацијe ДНК. Мутације ових гена могу бити карактеристичне за 

одређена поднебља, породице исл. На пример, мутација 5382insC у 20 егзону гена BRCA1 

је специфична мутација код словенске популације. Жене носиоци ове мутације су са већом 

вероватноћом за појаву карцинома дојке и јајника а могу ризик пренети и на потомство. 

Носилац ове мутације има повећан ризик за настанак карцинома дојке и јајника и велика је 

вероватноћа да ће мутацију пренети на потомство. Студије су показале да жене са овим 

мутацијама (у BRCA1 или BRCA2 гену) имају 85% вероватноћу да добију карцином дојке 

до седамдесете године живота односно 62% када је у питању карцином јајника (44).  
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BRCA 1 ген је који је описан 1994. године. Има цнтралну улогу у одржавању 

стабилности генома, репарацији ДНК, контроли ћелијског циклуса, моделирању 

хроматина, регулацији транскрипције и убиквитинације протеина. Учествује у поправци 

оштећене ДНК тако што уклјучује хомологу рекомбинацију (45). Не самостално већ и у 

садејству са другим протеинима у склопу комплекса BASC (енгл. BRCA1associated genome 

surveillance complex), BRCA1 учествује у репарацији ДНК. Досадашља истраживања су 

доказала више стотина, преко 300 мутација овог гена и обично се налазе у породицама са 

дијагностикованим карциномима дојке или јајника (46). BRCA2 ген је смештен на 13. 

хромозому описан 1995. године. У великој мери је експримиран у ткиву дојке, тимуса, 

нешто манје плућа, јајника и слезине.  BRCA2 је укључен у поправку једноланчаних и 

дволанчаних оштећења ДНК и учествује у цитокинези. До сада је описано преко 800 

мутација овог регулаторног гена (47). 

 

1.2. Ћелијски циклус 

Ћелијски циклус представља процес прецизно регулисаних догађаја који као резултат 

има деобу ћелије. Састоји се од два периода, период интефазе и период деобе. Интерфаза 

представља раздобље између две деобе и чини је  G1, S, и G2  фаза ћелијског цилуса. У 

овој фази ћелија расте и припрема се за дебу (енгл. Mitosis) и репликацију ДНК. Уколико 

ћелије привремено зауставе процес деобе, онда се налазе у G0 фази у којиј могу остати 

краће или дуже а неретко и трајно. Бројни су регулаторни механизми овог циклиса а у 

томе важну улогу играју циклини, циклин завинсе киназе и инхибитори циклин зависних 

киназа (48).  Циклини су група протеина која је по структури слична и стварају се и 

деградирају у различитим фазама ћелиског циклуса. Функционишу тако што граде 

комплексе са са циклин зависном киназом (енгл. cyclin dependent kinases, Cdk) ензим из 

фамилије серин/треонин киназа. Аналогно циклинима и ове киназе имају различиту 

активност како ћелија напредује кроз ћелијски циклус (49). До сада је откривено девет Cdk 

(Cdk1- Cdk9), са до сада неоткривеном улогом и ћелијском циклусу у потпуности. Са 

друге стране откривен је и велики број цилина (циклин А-циклин Т). Дa би награђен 

комплекс са Cdk и циклином, потребна је фосфорилација одрђених места на кинази (50).  
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Контролни систем регулише напредовање кроз ћелијски циклус на три основне 

тачке: 

1. Прва је тачка Start (restriction point) у касној G1 фази када се ћелија припрема за 

дупликацију хромозома и прелазак у S фазу. Контролни механизми у овој тачки 

одлажу дупликацију хромозома улико постоје оштећења ДНК настала нпр. 

зрачењем или дејством неких хемијских материја. Овим се ћелији оставља времена 

за исправку насталих оштећења. 

2. Друга контролна тачка налази се на преласку из G2 у М фазу. У овој тачки 

контролни систем детектује грешке у ДНК настале неадекватном синтезом у S фази 

и тако омогућава да по извршеној деоби свака ћерка ћелија има пун сет хромозома. 

Уколико је дошло до непотпуне репликације ДНК шаљу се одговарајући сигнали 

контролном механизму и ћелијски циклус се прекида док се репликација не заврши 

и док се последњи нуклеотид не ископира. 

3. Трећа контролна тачка налази се на преласку Метафазе у Анафазу где се 

контролише раздвајање сестринских хроматида. Да би ћелија ушла у Анафазу 

потребна је адекватна припрема за раздвајање хроматида. У овој контролној тачки 

постоје „сензори„ који прате стање кинетохоре, специјализованог места на 

хромозому којим се они каче на микротубуле деобног вретена. Уколико нека 

кинетохора није правилно закачена, шаље се сигнал контролном систему ћелијског 

циклуса који блокира одвајање ћелијских хроматида (51). (Слика 7) 
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Слика 7. Схематски приказ фаза ћелијског циклјуса са контролним тачкама 

(модификовано са сајта: https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-1-cell-biology/16-cell-

division/cell-checkpoints.html) 

 

Да би ћелијски циклус напредовао у појединим фазама циклуса цилини морају 

интерреаговати са киназама: 

 Напредовање кроз G1 фазу- циклин  D са Cdk2, -4, и -6  

 Прелаз из G1/S фазу- циклин Е са Cdk2 је активна на прелазу и усмерава улазак 

у S фазу ћелијског циклуса.  

 Напредовање кроз S фазу- А/Cdk2,  

 G2 фаза је регулисана комплексом циклин А и Cdk1  

 Митоза је регулисана Cdk1/циклин B је неопходан за покретање митозе.  

Осим горе наведених механизама и регулацији ћелијског цикуса велику улогу ма и низ 

тзв. инхибитора циклин зависних киназа (инхибитори Cdk). Они су практично негативни 

регулатори и заправо заустављају циклус тако што онемогуће напредованје циклуса у 

даљу фазу. Постоји више класа ових инхибитора нпр. Ink4, p16, p15, p18 и p19,  блокирају  

https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-1-cell-biology/16-cell-division/cell-checkpoints.html
https://ib.bioninja.com.au/standard-level/topic-1-cell-biology/16-cell-division/cell-checkpoints.html
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циклин D-зависне киназе (Cdk2, -4 и -6). CIP/Kip (енгл kinase inhibitor protein KIP), p21, 

p27 и p57, инхибира циклин Е/Cdk2 и циклин А/Cdk2 (52, 53).  

 

1.2.1. G1/S фаза ћелијског циклуса 

 

 

Без обзира на то што се назива фаза мировања, G0 је ипак период у коме ћелоја 

испољава одређене активности. Да би се активирала и ушла у ћелиски циклус ћелија мора 

да прође тзв. тачку преласка која у регулаторном смислу предтсвља границу између ране и 

касне фазе ћелијског циклуса (54). Пролаз ћелије кроз ову фазу циклуса је регулисан 

протеином ретинобластома (енгл. retinoblastoma tumor suppressor gene product, Rb). Ген 

Rb1 представља тумор супресорски ген изпрва откривен  у малигном тумору ретине. 

Фамилија Rb протеина се састоји од  Rb/p105, p107 и Rb2/p130. Овај протеин узима 

учешће у регулацији пролиферације ћелија, диференцијације и апопотозе. Молекул pRb 

такође игра централну улогу у процесима диференцијације у различитим ткивима, 

укључујући очи, сочиво, мозак, периферни нервни систем, епидермис, меланоците, косу, 

мишиће и јетру. Када је активан, хипофосфорилиран, Rb блокира улазак у S фазу. 

Активност овог протеина је контролисана фосфорилацијом помоћу Cdk4/6-Циклина D и 

Cdk2/Циклин Е (55). Уколико је делимично фосфорилисан  Rb је у станју да покрене гене 

за синтезу циклина Е који у комплексу са  Cdk2 хиперфосфорилише Rb што за резултат 

има експресију гена за протеине S фазе. Ако се не испуне сви услови за ћелијску деобу 

онда ћелија улази у фазу мировања и активирају се контролни механизми (G1 checkpoint). 

У G1 фази, ДНК је осетљива на зрачење, хемијске, физичке ноксе или оксидативни стрес. 

Да би напредовала S фаза напред наведен комплекс циклин А/Cdk2 је потребно да 

активира транскрипциони фактор E2F (56-58). У касној S и у читавој  G2 фази, врши се 

припрема за митозу повећањем нивоа циклина А и B. Појава оштећења на нивоу молекула 

ДНК у G1 фази повећава ниво активности фактора транскрипције р53 а овај процес има за 

резултат повећану синтезу инхибитора циклин зависних киназа, р21, а он са друге стране  

инхибира комплексе циклина/Cdk у G1 фази ћелијског циклуса. Фактор р53 може и да 
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иницира систем за репарацију ДНК. Али ако је оштећење ДНК неповратно, р53 активира 

апоптозу иницирањем сигнала са Fas рецептора или преко фамилије протеина Bcl-2 

(59,60).  

1.2.2. G2/M фаза ћелијског циклуса 

 

G2 фаза је период пред улазак  у митозу. У овој фази се врши интеза протеина 

потребних за митозу  па аналогно томе уколико дође до инфибиције њихове синтезе, доћи 

ће и до инхибиције  митозе. У овој фази је и број хромозома дупло већи. Улазак из G2 у М 

фазу омогућују циклин-А2 и -B1, који се везују у комплексе  са Cdk2 и Cdk1. Ови 

комплекси изазивају  кондензацију  хромозома и лизу  једарне мембране. Cdk1 је  

есенцијални молекул, и заправо, нема података о преживелим Cdk1
-
 

/
 

-
 мишевима или 

ћелијама (61). Циклин А2 узима учешће у две фазе циклуса, на прелазу G1/S и у току 

митозе. Циклини- B1 и- B2 у комплексу са Cdk1 се налзе у ћелијама које расту. На пример 

циклин B2 је изражено експримиран током сперматогенезе (62). Ако дође до дефекта у 

хромозомима активира се контролна тачка G2, која инхибира  активност циклин В/Cdk1. 

Протеин р53, активацијом р21 протеина, зауставља ћелијски циклус у G2 фази (63). 

Уколико дође до оштећења молекула ДНК, циклус се зауставља у било којој фази,  са 

циљем да се поправи  ово оштећење или активира апоптотске механизме што последично 

води ћелију у смрт (64). 

 

1.3. Типови ћелијске смрти 

Раст, развој и нормално функционисање вишећелијских организама не зависи само од 

стварања ћелија већ и од њиховог уништења. Постојаност величине ткива се управо 

постиже захваљујући једнаком обиму процеса настанка нових и смрти старих ћелија. 

Ћелијска смрт има вишетруке корисне улоге у одржавању хомесотазе организма. Ћелије 

подлежу механизмима смрти у ситуацији када су оштећене, инфициране или малигно 

измењене чиме се спречава нарушавање физиолошког морфофунционалног стања ткива 

(65).  
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1.3.1. Апоптоза 

Смрт ћелије не настаје као случајан процес, већ подразумева одвијање 

програмираног редоследа молекулских догађаја у којима ћелија систематски уништава 

саму себе након чега бива фагоцитована од стране других ћелија не остављајући за собом 

траг. У већини случајева програмирана ћелијска смрт настаје апоптозом-од грчке речи која 

значи "опадање (лишћа са дрвета)". (Слика 8) 

 

Слика 8. Схематски приказ разлике између апоптозе и некрозе (модификовано са 

сајта: https://tinycards.duolingo.com/decks/4EhJvAVS/apoptosis-vs-necrosis) 

 

https://tinycards.duolingo.com/decks/4EhJvAVS/apoptosis-vs-necrosis
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Током апоптозе ћелија се морфолошки мења, смежурава се, цитоскелет јој се 

разграђује, једро се фрагментише а једарни хроматин кондезује (66). Резултат ових 

промена је бубрење ћелије и њена подела на мембраном ограничене фрагменте назване 

апоптотска телшца. Овако измењена ћелија има другачију хемијску структуру која 

олакшава макрофазима да је фагоцитују. Процес фагоцитозе одвија се довољно брзо да 

спречи да ћелијски садржај дође у контакт са екстраћелијским простором и суседним 

ћелијама и изазове инфламаторну реакцију (67). Током раста и развоја организма али и у 

ткивима одрасле јединке, велики број ћелија умире апоптозом. Многе од ових ћелија у 

тренутку отпочињања апоптозе су потпуно здраве, неке чак отпочињу са програмираном 

ћелијском смрти одмах након формирања. Разлози за ово су вишеструки. Ћелија ће 

отпочети програм ћлијске смрти уколико, захваљујући контролним механизмима, 

установи да постоји било каква грешка у њеној структури која ће јој онемогућити 

несметано функционисање или је претворити у опасност за организам. Пример су 

аутореактивни  Т и Б лимфоцити, који бивају уклоњени апоптозом уколико се на њима  

експримирају структурно неадекватни антген-специфични рецептори. 

Ћелија препознаје неправилности у функцијонисању својих органела. Уколико су она 

велика покреће се процес апоптозе. Слично се дешава и у случају оштећења ДНК. 

Уколико се контролним механизмима ћелијског циклуса открије постојање неке грешке у 

молекулу ДНК коју ћелија није у стању да исправи, она отпочиње процес програмиране 

ћелијске смрти. На овај начин апоптоза постаје заштитни механизам за спречавање 

настанка мутација  и тумора (68).  

 

1.3.1.1. Каспазе као контролори апоптозе 

 

Апоптозу активирају протеини из фамилије каспаза. Ови протеини се у ћелији 

синтетишу у неактивном облику и активни су само током апоптозе. Везивањем цистеина 

за њијово активно место, каспазе се активирају и разграђују интраћелијске протеине, 

доводећи до структурних и функционалних промена које воде у ћелијску смрт. Каспазе 

разграђују протеине на специфичним секвенцама, на месту везивања аспарагинске 
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киселина по чему су и добиле име (енг. caspases -  с за цистеини , asp -  за аспарагинске 

киселине) (69).  

Постоје две велике групе каспаза – иницијаторске и ефекторне, односно оне које 

започињу апоптозу и оне које је спроводе. 

Иницијаторске каспазе у цитоплазми се налазе у неактивном мономерном облику. 

Њихова основна улога је да активирају ефекторе каспазе. Апоптотски сигнал индукује 

спајање каспазних мономера у велике комплексе у оквиру којих долази до повезивања 

каспаза у димере чиме постају активне протеазе. Каспазе у димерским паровима 

међусобно, разградњом специфичних протеинскик компоненти, откривају активна места 

што је кључно за њихову активацију и протеолитичку активност. Овако активиране 

иницијаторске каспазе активирају ефекторске доводећи до конформационе промене у 

њиховом активном месту. Један комплекс иницијаторских каспаза може активирати више 

ефекторских што појачава каскадну реакцију. Ефекторске каспазе разлажу различите 

протеине ћелија, нарушавају њену грађу и функцију доводећи до нјене смрти. 

Постоји велики број циљних протеина који се разграђују на овај начин. За сада су 

најбоље проучени нукелусни  ламинин  и  протеини који инактивирају нуклеусне 

ендонуклеазе и спречевају нјима посредовану разграднју ДНК. Поред ових зна се да 

ефекторске протеазе разлажу и протеине цитоскелета и адхезине. На овај начин 

структурно измењена ћелија у апоптози бива одвојена од суседних што олакшава њену 

фагоцитозу (70).  

Процес активације каспаза је иреверзибилан. Једном активиране доводе до 

неповратне деградације ћелијских протеина и овај процес се не може зауставити или 

вратити на почетак. 

Иницијаторске каспазе активирају се на два начина – спољашњи и унутрашњим 

(митохондријалним) путем. 

 

1.3.1.2. Спољашњи пут активације иницијаторских каспаза 

 

Спољашњи пут активације отпочиње везивањем екстрацелуларног лиганда за 

трансмембранске рецепторе. Ови рецептори, названи рецептори смрти су хомотримерни 
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молекули који се састоје из три једнака дела: ванћелијски, за који се везује сигнални 

молекул, трансмембрански и интраћелијски део којим се сигнал смрти преноси на 

интраћелијске активатора апоптозе. Рецептори припадају фамилији рецептора фактора 

некрозе тумора (TNF). Лиганди који активирају рецепторе смрти такође су хомотримерни 

молекули и припадају  TNF фамилија сигналних протеина (71). Везивањем лиганда за 

рецептор, интрацелуларни сегмент рецептора везује адапторни протеин на који се везују 

иницијаторске каспазе ц (најпре каспаза 8) са последичним стварањем сигналног 

комплекса смрти (death-inducing signaling complex DISC). Иницијални процес у овом 

комплексу је димеризација каспаза које врше иницијацију, њихове међусобне активације 

протеолизом у р10 и р18 субјединици и стварање активних хетеротетрамерних ензима. 

Активирана каспаза 8 се отпушта у цитоплазму где активира ефекторске каспазе. 

Најбоље проучен модел апоптозе изазване на овај начин јесте  активација апоптозе 

спољашњим путем преко  Fas рецептора на циљној ћелији за које се везује Fas лиганд 

екпримиран на цитотоксичним лимфоцитима. 

Fas рецептор (FasR),  познат и као апоптозни антиген 1 (APO-1 или APT ) члан је 

фамилије фактора некрозе тумора (TNF) рецептора. Кодиран је FАЅ геном који се налази 

на хромозому 10.  Алтернативним сплајсовањем овог гена (процес којим се РНК ексони 

произведени транскрипцијом гена – пре РНК, поново спајају на више начина током РНК 

сплајсовања) настаје седам изоформи овог протеина од којих трансмембрански протеин 

задужен за апоптозу представља изоформу 1. Друге изоформе овог протеина су доста 

ретке и често су удружене са различитим болестима. 

Многе ћелије производе протеине који делују као инхибитори апоптозе. Пример је 

протеин FLIP. Он се димеризује са каспазом 8 у DISC-у, изостаје протеолиза на 

локацијама р10 и р18 која је неопходна за стабилну активацију ензима и апоптотски 

сигнал бива блокиран. 

 

1.3.1.3. Унутрашњи пут активације  

 

Ћелија под утицај различитих стресних чиниоца као што су недостатка фактора 

раста, радијације, цитотоксичних агенаса, хипоксије покреће унутрашњи пут активације 
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апоптозе. Он се још назива и митохондријални пут јер се темељи на отпуштању 

митохондријалних протеина у цитоплазму. Ослобођени протеини активирају каспазну 

протеолитичку каскадну реакцију  и воде ћелију у смрт. Кључни протеин митохондрија 

који делује на овај начин је цитохром С. Он је хидросолубилна компонента транспортног 

ланаца електрона у митохондријама, где има улогу у преносу електрону неопходних за 

стварање АТП-а. Отпуштен у цитоплазму овај протеин везује се за адапторни протеин који 

се назива Apaf1 (apoptotic protease activating factor-1). Настаје формацију која има изглед 

сличан точку и зове се апоптозом. За адапторни протеин у апоптозому везује се 

иницијаторска каспаза 9, активира се слично каспаси 8 у склопу DISC-a и каскадно 

активира ефекторске каспазе (72).  

Постоје строги механизми контроле интрацелуларног пута активације апоптозе. 

Њихов циљ је да ћелија умре само онда када је то потребно. У овим механизмима главна 

улога припада Bcl2 фамилији протеина који контролишу отпуштање цитохрома С и 

других митохондријалних  протеина у цитоплазму. Уколико стимулишу отпуштање 

цитохрома С, Bcl2 протеини се понашају као про-апоптотски медијатори, док 

спречавањем ослобађања остварују анти-апоптотски ефекат. Када се про- и анти-

апоптопски Bcl2 протеини вежу један са другим међусобно неутралишу своје функције. 

Због тога равнотежа између активности ове две класе Bcl2 протеина умногоме одређује да 

ли ће ћелија да остане у животу или не. (Слика 9) 
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Слика 9. Схематски приказ путева активације апоптозе (модификовано са сајта: 

https://www.eneuro.org/content/3/4/ENEURO.0150-16.2016) 

 

Про-апоптотска класа Bcl2 фамилије протеина се састоји од две подфамилије – 

ефекторске Bcl2 фамилије протеина и ВН3-само протеина. Главни ефекторни протеини су 

Bax  и Bak који су структурно слични са Bcl2 протеинима осим што не поседују ВН4 

домен. За разлику од њих једина сличност између ВН3-само протеина и Bcl2 фамилије је 

управо ВН3 домен. 

Када апоптотски стимулус подстакне унутрашњи апоптотски пут подфамилија 

ефекторских протеина се активира, образује олигомере на спољашњој мембрани 

митохондрија и стимулише ослобађање цитохохрома С (и других интермембранских 

протеина) још увек непознатим механизмом. За започињање унутрашњег пута апоптозе је 

неопходна активност барем једног од два главна ефектроска протеина Bax или Bak. То су 

https://www.eneuro.org/content/3/4/ENEURO.0150-16.2016
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потврдила истраживања на мишевима код којих недостатак оба ефекторска протеина 

изазива неосетљивост на било који про-апоптотски сигнал. Док се је Bak везан за 

спољашњу мембрану митохондрија чак и у одсуству апоптотског стимулуса, Bax се 

углавном налази у цитосолу и прелази у митохондрије само у случају апоптотског сингала. 

Активација Bax или Bak протеина обично зависи од ВН3 протеина. 

Анти-апоптотски Bcl2 протеини као што су Bcl2 и BclXL се такође налазе на 

спољашњој митохондријалној мембрани како би спречили неодговарајуће ослобађање 

интермембранских протеина. Анти-апоптотска Bcl2 фамилија протеина зауставља 

апоптозу најчешће везивањем за и инхибицијом про-апоптотских Bcl2 протеина. 

Везивањем за Bak не дозвољавају његову олигомеризацију и тиме ослобађање 

цитохохрома С и других интермембранских протеина. До сада је откривено 5 анти-

апоптотских Bcl2 фамилија протеина од којих је макар једна потребна ћелији да преживи. 

ВН3-само протеини су највећа подфамилија Bcl2 фамилије протеина. Ћелија може 

да их ствара и активира у одговору на апоптотски стимулус. Сматра се да подстичу 

апоптозу пре свега тако што неутралишу дејство анти-апоптотске Bcl2 фамилије протеина. 

То постижу везивањем за анти-апоптотску Bcl2 фамилију протеина преко свог ВН3 

домена. На овај начин се омогућава спајање Bax или Bak протеина на површини 

митохондрија што узрокује отпуштање интермембранских протеина који започињу 

апоптозу. 

ВН3-само протеини представљају главну спону између апоптотског стимулуса и 

унутрашњег пута апоптозе, при чему различити стимулуси активирају различите ВН3 

протеине. Неки ванћелијски сингали преживљавања блокирају апоптозу инхибицијом 

синтезе и активности неких ВН3-само протеина. Слично томе, у одговору на 

иреверзибилно ДНК оштећење, повећава се концентрација р53 тумор супресор протеина 

чиме започиње транскрипција гена који кодирају синтезу ВН3-само протеина типа Puma 

или Noxa. Ове врсте ВН3-само протеина потом активирају унутрашњи пут апоптозе чиме 

уклањају потенцијално малигну ћелију. 

У неким ћелијама спољашњи апоптотски пут активира унутрашњи како би се 

појачано стимулисала каспазна каскада и тиме олакшала и убрзала смрт ћелије. Везу 

између ова два пута апоптозе омогућава врста ВН3-само протеина назван Bid. Овај 

протеин је нормално неактиван, али када рецептори смрти започну спољашњи пут 
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апоптозе, иницијаторска каспаза (каспаза 8) активира Bid који прелази на спољашњу 

мембрану митохондрија и инхибира анти-апоптотску Bcl2 фамилију протеина. Ови 

процеси у крајњем појачавају апоптотски сигнал. 

 

1.3.1.4. Контрола каспазне активности 

 

Будући да активација каспаза узрокује апоптозу, ћелија поседује комплексне 

заштитне механизме који осигуравају да се ове протеазе активирају само у пожељно 

време. Прву линију ове одбране представља фамилија проетина под називом инхибитори 

апоптозе (inhibitors of apoptosis, IAPs). Ови протеини су први пут откривени у неким 

вирусима инсеката који преко IAPs спречавају да ћелија домаћина подлегне апоптози. 

Сви инхибитори апоптозе поседују један или више домена (BIR домени) 

посредством којих се везују за каспазе и инактивишу их. Ипак, код мушица рода 

Drosophila је утврђено постојање протеина који блокирају дејство инхибитора апоптозе 

(анти-IAPs протеини) од којих су најпознатији Reaper, Grim, и Hid анти-IAPs протеини. 

Они се везују управо за BIR домене инхибитора апоптозе и на тај начин спречавају 

везивање IAPs-а за каспазе. У случају делеције гена који кодирају поменуте врсте анти-

IAPs протеина апоптоза се зауставља и обрнуто. Код мушица је зато процес апоптозе 

регулисан прецизном равнотежом између дејства IAPs и анти-IAPs протеина (73). Код 

сисара је однос IAPs и анти-IAPs протеина много мање познат. Истраживања на мишевима 

су указала да се анти-IAPs ослобађају из међумембранског простора митохондрија као 

одговор на започињање апоптозе. Они потом блокирају IAPs и стимулишу наставак 

апоптотског процеса. Међутим студије на истим анималним моделима су показале да се 

мишеви којима недостаје главни IAPs (XIAP) или неки од анти-IAPs-а (Smac/Diablo и Omi) 

нормално развијају. 

Све ово наводи на закључак да се код различитих врста организама контрола 

каспазне активности одвија на другачији начин. 
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1.3.1.5. Екстрацелуларни фактори преживљавања инхибрају апоптозу 

 

Међућелијска комуникација поред многих ћелијских активности регулише и 

апоптозу. Ови екстрацелуларни сигнални процеси чине део нормалних контролних 

фактора који обезбеђују да појединачне ћелије функционишу за добробит ткива и 

организма у целини. У овом случају стимулишу преживљавање или смрт ћелије у 

зависности од потребе. То објашњава постојање сигналних молекула који активирају 

апотозу и других који је инхибирају. Као што је поменуто FAS лиганди активирају 

рецепторе смрти чиме се започиње спољашњи пут апоптозе. Значај ових сигналних 

моелкула код кичмењака се нарочито огледа током процеса развоја организма. Код 

мишева локално синтетисани сигнални молекули стимулишу апоптозу ћелија између 

прстију шака и стопала и тако омогућавају њихово правилно обликовање. 

Са друге стране сингални молекули који спречавају апоптозу су такође важни и 

називају се фактори преживљавања. Већина животињских ћелија захтева континуирану 

сигнализацију из других ћелија како би избегле апоптозу. Оваква међу контрола помаже 

да ћелије преживе само када и где је то потребно. Добар пример за ову међућелијску 

регулацију су нервне ћелије које се стварају у вишку током развоја нервног система, а 

затим конкуришу за ограничене количине фактора преживљавања које секретују други 

типови ћелија у окружењу. Неурони које имају довољно фактора преживљавања остају у 

животу, док остали изумиру. На овај начин, број преживелих неурона се аутоматски 

подешава тако да буде адекватан броју циљних ћелија са којима се повезују. 

Фактори преживљавања се уобичајено везују за рецепторе на површини ћелије и 

потом активирају интраћелијску сигналну каскаду која спречава одвијање програмиране 

ћелијске смрти. Већина ових сигналних путева делује путем регулације Bcl2 фамилије 

протеина. Неки фактори преживљавања стимулишу синтезу анти-апоптотичних протеина 

Bcl2 фамилије као што је BclXL. Други инхибирају функцију про-апоптотских протеина 

(Bad). Код мушица рода Drosophila фактори преживљавања фосфорилишу и инактивирају 

анти-IAPs протеине (Hid) и тако омогућавају IAPs протеинима да зауставе апоптозу. 
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1.3.1.6. Фагоцитоза апопторске ћелије 

 

Програмирана ћелијска смрт је изузетно уредан процес. Наиме, апоптотска ћелија и 

њени делови не избацују свој садржај напоље већ остају нетакнути и фагоцитовани од 

стране суседних ћелија. С обзиром да тако не остају трагови апоптотске ћелије избегава се 

запаљенска реакција. Фагоцитни процес зависи од хемијских процеса на површини 

апоптортске ћелије који активирају саму фагоцитну ћелију. Међу овим хемијским 

процесима се нарочито истиче расподела негативно наелекстрисаних фосфолипида 

фосфатидилсерина на ћелијској површини. Поменути фосфолипиди се нормално налазе 

искључиво на унутрашњој страни липидног двослоја плазмалеме, док у апоптотској ћелији 

прелазе на спољашњу страну. Механизам ових догађаја није довољно познат али се 

претпоставља да је повезан са каспазном разградњом протеина укључених у мембранску 

расподелу фосфолипида. Мноштво повезујућих протеина спаја фосфатидилсерин 

апоптотске ћелије са специфичним површинским рецепторима суседне ћелије или 

макрофага чиме се започиње процес фагоцитозе. 

 

1.3.1.7. Значај апоптозе у развоју болести 

 

Постоји велики број болести код којих огроман број ћелија подлежу апоптози и 

узрокују оштећење ткива. Међу најозбиљнијима су срчани и мождани удар. У овим 

акутним стањима многе ћелије умиру некрозом услед исхемије, док друге улазе у процес 

програмиране ћелијске смрти. Синтеза каспазних инхибитора као терапеутика који 

блокирају апоптозу би у будућности могло да представља ефикасан терапијски приступ у 

очувању ћелија. 

Постоје друга патофизиолошка стања у којима ћелије умиру апоптозом. Код људи 

и мишева мутација гена који кодирају Fas рецепторе смрти спречава нормалну смрт 

лимфоцита чиме се они прекомерно нагомилавају у слезини и лимфним чворовима. 

Овакав след догађаја може да буде узрок настанка аутоимунских болести. 

Смањени степен апоптозе има важну улогу у развоју многих тумора, будући да је 

познато да туморске ћелије имају поремећену регулацију програмиране ћелијске смрти.  
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Bcl2 (B cell lymphoma) ген је прво изолован у лимфоцитним туморима људи. Висок ниво 

Bcl2 протеина у лимфоцитима подстиче канцерогенезу инхибицијом апоптозе и 

последично повећава број лимфоцита. Ови протеини такође смањују осетљивост 

туморских ћелија према антитуморским лековима. Слично томе ген који кодира р53 тумор 

супресор протеин је у 50% случајева тумора мутиран, тако да више не може да ефиксно 

стимулише апоптозу туморских ћелија. Поред тога, преживљавају и туморске ћелије са 

оштећеном ДНК, чиме ове ћелије услед додатних мутација постају још малигније. С 

обзиром да многи антутуморски лекови делују путем стимулације р53 протеина, губитком 

његове функције малигне ћелије постају отпорније на дејство ових лекова. 

Управо чињеница да смањена апоптоза узрокује настанак многих тумора је навела на 

размишљање у правцу синтезе лекова који подстичу овакву смрт ћелије. То је довело до 

развоја хемијских агенаса који ремете функцију анти-апоптотске Bcl2 фамилије протеина 

као што су Bcl2 и BclXL. Ови агенси се везују високим афинитетом за хидрофобне 

жлебове анти-апоптотске Bcl2 фамилије протеина чиме блокирају њихову функцију. На 

тај начин се стимулише унутрашњи апоптотски пут који је у одређеним туморима повећао 

број умрлих ћелија. Већина тумора људи проистиче из епителних ткива као што су плућа, 

гастроинтестинални тракт, дојка и простата. Овакве туморске ћелије испољавају 

поремећаје функције, укључујући смањену способност да се везују за екстрацелуларни 

матрикс и једне са другима преко ћелијских веза. 

 

 

1.3.2. Аутофагија 

 

Аутофагија је процес током којег ћелија разграђује непотребне или дисфункционалне 

компоненте. Назив аутофагија потиче од грчке речи  auto – сам  и  phagein – јести . 

Процесом аутофагије најпре се у ћелији формирају везикуле опасане двоструком 

мемараном тзв. аутофагозоми. У овим везикулама смештене су компоненте цитоплазме. У 

даљем току аутофагозоми се спајају са лизозомима чији ензими разграђују садржај 

везикуле (слика 3). 
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Процес аутофагије отпочиње активацијом PI3 киназа (Phosphatidyl Inositol 3 kinase) 

као одговором на недостатак храњивих материја. PI3 киназа даље активира AKT 

(серин/треонин киназе) чиме се зауставља синтеза протеина и активира аутофагија. Осим 

као одговор на недостатак храњивих материја аутофагија и ћелијски катаболизам покрећу 

се и када постоје нагомилани реактивни облици кисеоника, хипоксија или бактеријска 

инфекција. 

Аутофагијом ћелија запрово разграђује своје храњиве, односно, градивне састојке и 

омогућава сопствено преживљавање у условима када су јој нутрицијенти неприступачни. 

 

1.3.3. Некроза 

 

У одговору на акутне ноксе као што је трауматско оштећење ткива или хипоксија, 

односно, као одговор на физичка и хемијска оштећења, ћелије умиру процесом названим 

ћелијска некроза. У већини случајева, некроза је вероватно узрокована недостатком 

енергије, што за последицу има поремећај метаболизма и губитка мембранског јонског 

градијента. Некротична ћелије постаје едематозна, мембрана јој се разара, као и мембране 

органела, одвија се хидролиза ДНК, вакуализација ендоплазматског ретикулума, садржај 

ћелије се излива у околину и иницира инфламаторни одговор. Нарушавањем мембране 

лизозома отпуштају се лизозомални ензими који најпре разграђују интраћелијске а касније 

и екстраћелијских компоненте. Ово може изазвати ланчану реакцију у смислу захватања 

околних ћелија и њихову некрозу. За разлику од апоптозе која је често и користан 

механизам некроза то никада није и готово увек захвата велики број ћелија. 

1.3.4. Некроптоза 

Један облик некрозе, под називом некрооптоза, је облик програмиране ћелијске 

смрти коју изазива специфичан регулаторни сигнала из других ћелија. Овај процес је још 

увек недовољно јасан и механизми његовог настанка су почели да се проучавају. 

Уколико различити чиниоци (нпр. вируси) инхибирају ћелијске каспазе ћелија умире 

процесом некроптозе. Током некроптозе ћелијска мембрана мења своју пропустљивост 

при чему се садржај ћелије ослобађа ван. Такође, из ћелије излазе и молекули названи  
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DAMPs  (damage-associated molecular patterns, DAMPs). У крајњем ови молекули покрећу 

имунски одговор. Током процеса некроптозе стварају се некрозоми, структура која настаје 

дејством специјалних серин-треонин киназав (RIPК1 и RIPК3- рeceptor-interacting protein 

kinasе). Ове киназе, током апоптозе, када су каспазе активне, бивају разграђене каспазом 8, 

због чега се некрозом не формира. Активација RIPК1 и RIPК3 најчешће се дешава преко 

активације TNFR1 на мембрани ћелије. Након што се за овај рецептор веже одговарајући 

лиганд ствара се унутарћелијски комплекс (COMPLEX I) везан за ћелијску мембрану. Он 

се састоји од унутарћелијског дела рецептора (TRADD молекула), везане RIP1 киназе, 

целуларних инхибитора апоптозе (cIAP1 и cIAP2), и два адапторна фактора TRAF2 и 

TRAF5 (TNF-receptor-associated factor, TRAF). cIAP1 и cIAP2 уводе убиквитински ланац у 

RIP1 и полиубиквитацијом активира RIP1. RIP1 даље активира NF- κB транскрипциони 

фактор, а као крајњи исход спречава апоптозу и некроптозу. Деубиквитацију RIP1 

катализира ензим цилиндроматоза (CYLD), ово дестабилизује COMPLEX I, RIP1 се 

отпушта у цитоплазму где бива протеализован активираним каспазама 8 што за циљ има 

апоптозу. 

Уколико су каспазе инактивисане, RIP1 и RIP3 се везују и стварају некрозом. Некрозом 

реагује са молекулом RHIM (RIP homotypic interaction motif, RHIM), чиме настаје 

некроптотични сигнал. Каскасднип реакцијама  RIP1 активира RIP3 киназу, а она  

активира MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein, MLKL) која ствара  хомотримере. 

Ови хомотримери омогућавају улазак јона натријума и калцијума и нарушава се 

хомеостаза ћелије. Активацијом фосфатазе PGAM5 (phosphoglycerate mutase 5, PGAM5), 

некрозом се спаја са митохондријама, активира се Drp1 ензим GTP-азу која повећава 

стварање слободних радикала. 

Уколико се метаболички стрес продужи ћелија умире. Када ћелија умре на овај начин 

(програмирана ћелијска смрт тип I) тешко је направити јасну границу- да ли је аутофагија 

била иницијација или ефекторна фаза ћелијске смрти. 

1.4. Примена комплекса платине у медицини  

Употреба металних комплекса у медицини датира уназад готово 50 векова (74, 75). 

Базирана је на чињеници да позитивни метални јон и имају добру способност да се везују 

за важне биомолекуле налик протеинима, хормонима ензимима исл. Који су негативно 
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наелектрисани. (76, 77). Могли би смо рећи да је прекретница у разбоју неорганске хемије 

примењене у медицини  било откриће цисплатине, 1965. Године (78, 79).  У даљем току 

долази до откривања мноштва металних комплекса који би могли имати антитуморско 

делованје (80-86). Разумљиво, са појавом нових лекова јављали су е и проблеми тј. 

Ограничења у употреби због мноштва нжељених дејстава која углавном настају као 

пследица наголмилавања ових јона у организму. Зато је постављен императив да се пре 

синтезе металног комплекса детаљно испита његова елиминација, метаболисање аможда 

изнад свега његова специфичност. 

 

1.4.1. Комплекси платине прве генерације 

Иако је синтетисана у другој полвини 19. века антитуморски ефекат цисплатине је 

доказан тек крајем 20. Века (87). Ово је доказано тако што је проучавана Escherichia coli 

заправо њена деоба под утицајем платине, сунчеве светлости и амонијум хлорида. 

Очекивано изпрва се није знао тачан механизам заустављања деобе. Овај ефекат се 

приписивао простом електричном пољу. Тек касније је доказано да заправо у овом 

електричном пољу дошло до електролизе и случајноф формиранја комплекса платине који 

добија назив  цисплатина и има хемијску формулу (cis-[PtCl2(NH3)2. Овај комплекс 

Rosenberg и сарадници (88, 89) шездесетих година прошлог века користе и доказују да има 

цитотоксично дејство на мишји модел леукемије и саркома (слика 10). Њихови резултати 

иницирају почетак клиничких студија да би 1978. била одобрена од стране Америчке 

агенције за лекове и храну за употребу у леченју карцинома бешике и тестиса (90). Данас 

поред ових користи се и за лечење неких облика карцинома материце, јајника, меланома, 

дојке, врата, главе и плућа (91, 92). 
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Слика 10. Хемијска структура цисплатине 

 

 

Антиканцерско дејство платина остварује делованјем на нивоу цитоплазме и једра. 

21.У хемијском смислу цисплатина се сатоји из два пара лиганада који су један пар лабаво 

везан (хлоридни) и чврсто ветани (амино). Кључна тачка у деловању је замена ових 

,,лабавих“ хлоридниг лиганада водом (93). У крви када је концентрација хлора велика 

нема промене структуре, међутим у цитоплазми ћелије, у коју доспе или дифизијом било 

преко 1.типа транспортера бакра, с стварају услови за хидролизу платине и наградњу 

катјонских комплекса платине(II) са два или једним молекулом воде (94). У даљем току 

овако настали комплекси делују тако што изазивају оксидативни стрес преко метионина, 

глутатиона и других протеина (95). Резултат оксидативног стреса је оштећење молекула 

ДНК. Аналогно овој причи одбрамбени механизми ће инактивисати цисплатину тако што 

ће деловати преко антиоксидативног система (96). Позиција 7 на имидазоловом прстену 

гианина и аденозина је мета за коју се ковалентно везује новосинтетисан комплекс 

платине са једним или два атома воде (97, 99).  Ове ковалентне везе могу бити у оквиру 

истог ланца ДНК али и између суседних ланаца (моно или дифункционални комплекси). 

Резултат ових веза је прекид транскрипције и репликације са следственом смрти ћелије 

(слика 11).  
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Слика 11. Схематскиприказ механизма дејства цисплатине (модификовано са сајта: 

https://www.researchgate.net/figure/The-platinum-atom-of-cisplatin-binds-covalently-to-the-N7-

position-of-purines-to-form_fig2_221920821) 

 

Као и код већине лекова ефекат цисплатине је дозно завистан. Међутим са повећањем 

дозе повећава се токсичност лека ( нефро, хепато, ото, ембриотоксичност, 

тромбоцитопенија, периферна неуропатија исл.) као резултат њеног неселктивног дејства. 

Занимљив је податак да само 5-10% дозе реагује са ДНК. Остатак ступа у интерреакцију са 

молекулима тио групе аминокиселина са метионином и цистеином (садрже сумпор) (100). 

Типичан пример оваквих протеина је албумин из крвне плазме. Осим албумина може се 

везивати и за фосфатидил серин или фосолипиде ћелијске мемране а када доспе у 

цитоплазму након хидролизе везаће се за оне хемијске врсте који имају слободне N и S 

атоме што су јон карбоната, глутатион, металотионеиним или фосфати (101). 

 

  

https://www.researchgate.net/figure/The-platinum-atom-of-cisplatin-binds-covalently-to-the-N7-position-of-purines-to-form_fig2_221920821
https://www.researchgate.net/figure/The-platinum-atom-of-cisplatin-binds-covalently-to-the-N7-position-of-purines-to-form_fig2_221920821
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1.4.2. Комплекси платине друге и треће генерације 

 

Oсим кључнoг нeдoстaткa цисплaтинe кojе се односи на неспецифичност и 

следствену цитотоксичност временом након поновљених доза долазило је до појаве 

резистенције (75). У циљу да се повећа ефикасност а смањи токсичност цисплатине 

последњих деценија се радило на синтези комплекса платине друге и треће генерације 

(101). Најважнији синтетисани који се данас користе су Карбаплатина (од 1989 године) 

(слика 12), Оксалплатина (у употреби од 2002. године) успешно коришћени у већини 

земалља широм света а употреба Недаплатине је дозвољена само у Јапану. (102-105) 

 

 

  

 

Слика 12. Хемијска структура карбоплатине 

 

За разлику од деривата прве генерације Карбоплатина уместо лабавих лиганада 

који садрже хлор групе има лиганд са бидентатном структуром (турандикарбоксилатни). 

Овај комплекс има мање споредних реакција и мање је токсичан посебно у смислу 

нефротоксичности. (101)  Индикација за примену су као и код цисплатине. Мучнина 

повраћанје и депресија косне сржи су главне нуспојаве Карбоплтине. За разлику од 

Карбоплатине индикационо подручје oксалплатине је другачије у поређењу са 

цисплатином 
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Слика 13. Хемијска структура оксалиплатине 

Заменом аминског лиганда диаминоциклохексанским добијена је структура новог 

молекула, оксалплатина (слика 13). Место за своју примену је нашла код туморских 

ћелија које су резистентне на дејство Цисплатине (102, 103). Индикационо подручје је 

карцином дебелог црева, може се примењивати и пер ос. Главна нежељена дејстава су 

далеко мања од Цисплатине али их има (ототоксичност, замор, неутропенија, 

неуропатија). Даљим истраживањима 1995 године је синтетисана Недаплатина која има 

индикационо подручје на карцином једњака, желуца, јајника, плућаглаве и врата(106-108). 

Има већу ефикасност у односу на карбаплатину, растворљивија је и манје токсична на 

бубрежну функцију и косну срж. Тежња да се синтетишу аналози платине са манје 

коксичних ефеката довеле су до појаве Хептаплатине и Лобаплатине (109). У свом 

индикационом подручју Лобаплатина садржи метастатски карцином дојке, хроничну 

мијелоидну леукемију, и карцином плућа (110). Нуспојаве су јој мучнина, повраћање, 

тромбоцитопенија, а у ређим ситуацијама аполеција, ототосичност, неуротоксичност и 

нефротоксичност. Хепталплатина је нашла место у лечењу карцинома желуца (111). 

Бројни аналози платине су тренутно у различитима фазама клиничких исптивања 

(пикоплатин, сатраплатин, трансплатин, пириплатин и др.) (112). 
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1.4.3. Деривати платине у терапији карциномa дојке 

 

Развојем у првoм реду превентивне медицине стопа смртности од карцинома 

дојке је драстично смањена (113). И даље су кључни модалитети лечења хирургија и 

радитерапија али важна улога у лечењу ове болести је и хемиотерапија која у многоме 

зависи од молекуларне класификације тумора. О поделама карцинома дојке је било 

говора и у уводним разматрањима. Ова молекуларна подела је на основу експресије 

гена. Комбиновањем експресивности гена за прогестерон, естроген, Ki-67 и HER2 

направљено је 5 подгрупа (114). То су: 

1. луминални тип А: +ER или +PR и негативан Ki-67 и HER2. Заступљен у 

40 % свих, низак хисполошки градус и индекс пролиферације и има 

најбољу прогнозу. 

2. луминални тип Б:+ ER или +PR, уз + Ki-67 и одсуство молекула HER2. 

Има нешто виши хисполошки градус и индекс пролиферације и лошију 

прогнозу у односу на претходни 

3. карцином са прекомерном експресијом HER2, - ER и –PR. Има висок 

хисполошки градус и индекс пролиферације, изражена ангиогенеза и 

метастзирање. Карактерише га и висок ниво инхибице апоптозе. 48-52 

4. базалоидни је троструко негативан карцином који не експримира нити 

ER и PR, нити HER2. Чини 15 % свих има лошу прогнозу и у основи му је 

митација BRCA-1. То су тумори високог пролиферативноги капацитета и 

немају добру циљану терапију. 

5. Normal like: +ER и +PR и негативну експресију Ki-67 и HER2, али има 

лошију прогнозу (45-47). 

 

Суштина у онколошком лечењу карцинома дојке је у комбинацији хемиотерапеутика. 

Најчешћа комбинација је комбинација метотрексата,  циклофосфамида, и 5-

флуороурацила. Рецидиванти метстатски и HER2- типови имају посебне протоколе и 

комбинације лечења хемитерапеутицима (115). Горе наведени  трећи тип карцинома дојке 

је индикационо подручје за деривате платине. Студије су показале да има бољи ефекат као 
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прва линија одбране у односу на примену као резерва након неуспеха другог 

хемиотерапеутика (116, 117). Цисплатина је ефикаснија у односу на друге 

хемиотерапутике али проблем су бројна нежељена дејства лека (118-123). То је довело до 

покушаја комбиновања деривата платине са другим хемиотерапеутицима (124). 

Посебно место у смислу комбиновања заузима комбинација са лековима из групе 

таксана. (125-128). Тако, комбинација платине са биљним алкалодима какав је 

Винореблин је показала боље резултате у односу на комбинацију таксан+антрациклин 

(129-131). Са друге стране нису све комбинације хемиотерапеутика са цисплатином дале 

добре резултате. На пример комбинација са Етопозидом је напротив имала већу 

токсичност. Са друге стране ако се у претходној комбинацији Цисплатина замени 

Карбоплатином добијамо јако ефикаснију комбинацију од претходне. Због високе 

токсичности, а ограничене ефикасности на метастатски карцином дојке, комбинација 

деривата платине са антрациклинима се не препоручује. Када је реч о метастатском 

карциному дојке са повећаном експресијом HER2 комбинација трастузумаба и платине  је 

охрабрујућа уколико се користи као прва терапијска мера (132-134). Интересантна је 

чињеница да нема значајне разлике уколико се у овој комбинацији користи Цисплатина 

или Карбоплатина. Охрабрујући су и резултати комбинације платине са таксанима кави су 

паклитаксел и доцетаксел за лечење базалоидног типа карцинома дојке. Комбинација 

цисплатине или карбоплатине са фосфамидом и гемцитабином показала се као ефикасна у 

лечењу метастатског облика базалоидног типа карцинома дојке. У току су студије које 

испитују утицај комбинације карбоплатине или цисплатине са цетуксимабом, 

бевацизумабом, олапарибом или инипарибом а резервисане су за најтеже клиничке облике 

метастатске болести типа 3 са мутацијама гена BRCA-1 и BRCA-2 (135-138). 
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2. Постављени циљеви и хипотезе у  студији 

 

А. Циљеви које смо поставили у овом истраживању су: 

1. Доказивање евентуалне цитотоксичности новосинтетисаних комплекса платине: 

а) [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)}(ClO4)2(где је 1,7-phen мостни лиганд 1,7-фенантролин) 

(надаље обележен као: комплекс К-1) 

б) [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)}(ClO4)2(где је 4,7-phen мостни лиганд4,7-фенантролин) 

(надаље обележен као: комплекс К -2) на доле наведеним туморским ћелијама: 

1) MDA-MB-231 – хумана ћелијска линија карцинома дојке, 

2) 4Т1 – анимална ћелијска линија карцинома дојке, 

3) MRC-5–фибробласти (контролна група). 

2. Испитивање релативног односа између некрозом и апоптозом изазване смрти 

туморских ћелија која је индукована поменутим комплексима. 

3. Евалуација утицаја комплекса платине на релативни однос проапоптотичног Bax са 

једне стране и антиапоптотичног Bcl-2 протеина са друге стране. 

4. Испитивање утицаја комплекса платине на активирање Bax-a и каспазе-3. 

5. Испитивање утицаја комплекса платине на заустављање и раст туморских ћелија у 

некој од фаза ћелијског циклуса. 

Б. У складу са познатим чињеницама и дефинисаним циљевима истраживања, 

постављене су следеће радне хипотезе студије: 

1. Новосинтетисани комплекси платине (К-1 и К -2) имају  цитотоксичнодејство на 

канцерске ћелије са једне стране, док је цитотоксичност  на фибробластима слабија. 
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2. Новосинтетисани комплекси платине (К-1 и К -2) делују тако што врше индукцију  

апоптозе у  туморским ћелијама, на тај начин што повећавају релативни однос Bax/Bcl-2, а 

то за последицу има премештање цитохрома с у цитоплазму из митохондрија и 

активирање Bax-a и каспазе-3 

3. Новосинтетисани комплекси платине (К-1 и К -2) заустављају процес раста 

туморских ћелија у једној од фаза ћелијског циклуса. 
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3. Материјали студије и методологија 

3.1. Врста спроведене студије 

Ова студија је осмишљена по типу експерименталне студије која се изводи in vitro на 

узорцима хуманог и анималног порекла. У студији су третиране две туморске линије. 

Једна је хумана линија ћелија карцинима дојке MDA-MB-231(ATCC® HTB-26™). Друга 

ћелијска линија је анималног порекла 4Т1(ATCC® CRL-2539™) ћелијска линија 

карцинома дојке миша. Контролна ћелијска линија је линија здравих фибробласта MRC-5. 

3.2. Култивисање ћелијских линија 

Као што је напред наведено овим истраживањем су обухваћене две туморске ћелиске 

линије MDA-MB-231и 4Т1 линије карцинома дојке. Као контролну групу је третирали смо 

ћелијску линију MRC-5 здравих фибробласта. Да би се култивисале ове ћелијске линије 

коришћен је медијум за раст који обухвата DMEM у коме концентрација глукозе износи 

4500 mg/L (енг. Dulbecco's Modified Eagle's Medium– High Glucose, Sigma, Germany), њему 

је затим додат 10% фетални телећи серум који је топлотом инактивисан (енг. FBS,fetal 

bovine serum, Capricorn Scientific, Germany), затим 2 mM глутамина, 100μg/ml 

стрептомицин и 100 IU пеницилин. Стерилизација горе наведеног медијума је постигнута 

филтрирањем кроз филтере који су нитроцелулозни садрже поре 0,22 μm и тако 

припремљен медијум је складиштен на температури од 4°С. Да би се омогућила 

култивација обезбеђена је температура од 37°С и присуство 5% CO2. 

3.3. Варијабле у истраживању 

 У овом истраживању смо дефинисали независне и зависне варијабле. Напред наведени  

динуклеарникомплекси платине К-1 [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)}(ClO4)2 и комплексa К-2 

[{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)}(ClO4)2(где је 1,7-phen мостни лиганд 1,7-фенантролин, односно 

4,7-фенантролин) претстављали су независне варијабле истраживања. Мерене вредности 

цитотоксичности и програмиране ћелијске смрти и ћелијског циклуса су биле зависне 

варијабле истраживања. У нашој студији смо употребљавали различите концентрације 

горе наведених комплекса платине које смо растварали  у диметил-сулфоксиду (енг. 
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DMSО, dimethyl sulfoxide) са разблажењем у медијуму уз ограничење да концентрација 

диметил-сулфоксида не прелази 0,5% v/v.  

 

3.4. Синтеза динуклеарних комплекса 

3.4.1. Синтеза полазног мононуклеарног [Pt(en)Cl2] комплекса 

Moнoнуклeaрни кoмплeкс плaтинe (II) [Pt (en) Cl2] синтeтизoвaн je у склaду сa 

пoступкoм oбjaвљeним у литeрaтури (139-141). Дeстилoвaнa вoдa je дeминeрaлизoвaнa и 

прeчишћeнa дo oтпoрa вeћeг oд 10 MΩ cm-1. Jeдињeњa eтилeндиaмин (en), 1,7-

фeнaнтрoлин (1,7-fen), 4,7-фeнaтрoлин (4,7-fen) i K2 [PtCl4] дoбиjeнa су из Sigma-Aldrich 

Chemical Co. Чистоћа и састав комплекса је  проверена помоћу резултата елементарне 

микроанализе, 
1
H и 

13
C NMR спектроскопије.  

У 10 cm
3
 воде смо растворили 0,2076 g (5,0

.
10

-4
 mola)  K2[PtCl4] и додали еквимоларну 

количину диаминског лиганда - етилендиамина. Добијени раствор смо закиселили (pH = 

3,0) додавањем раствора HCl концентрације 1,0 mol/dm
3
. Реакциону смешу смо затим 

загрејали на 80 
о
C у трајању од 2 сата. Комплекс кристалише из мале запремине воденог 

раствора на собној температури. Издвојене кристале комплекса смо потом одвојили 

цеђењем, испрали са мало хладне воде, а затим етанолом и сушили на ваздуху. Чисти 

комплекс добили смо прекристализацијом из мале количине топле воде и хлађењем. 

3.4.2. Синтезе динуклеарних [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)](ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-

4,7-phen)] (ClO4)2  комплекса 

 Комплекс [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen) ] (ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen) ] (ClO4)2  (где 

је 1,7-phen мостни лиганд  1,7-фенантролин, односно 4,7-фенантролин) су добијени 

полазећи од мононуклеарног комплекса [Pt(en)Cl2] по модификованом поступку који је 

раније описан у литератури (142, 143). Суспeнзиjи већ формираног мононуклеарног [Pt 

(en) Cl2] кoмплeксa (218,8 mg, 0,671 mmol) у димeтилфoрмaмиду (DMF) je дoдaн DMF 

рaствoр AgNO3 у кaпимa 1: 0,98, мoлaрни oднoс (111,7 mg, 0,656 mmol). Смeшa je мeшaнa 
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прeкo нoћи у мрaку нa сoбнoj тeмпeрaтури. Нaкoн уклaњaњa тaлoгa AgCl filtracijom, 

дoбиjeни блeдo жути рaствoр [Pt (en) Cl (dmf)] NO3 кoришћeн je кao пoлaзни мaтeриjaл зa 

дoбиjaњe пoтрeбних 1,7-fen i 4,7-fen- мoстних комплекса плaтинe (II).  

DMF рaствoр 1,7- фенантролин  4,7- фенантролин лиганда  (0.0605 g; 0.335 mmol) смо 

у капима додавали у рание синтетисан раствор [Pt(en)Cl(dmf)]NO3 комплекса у моларном 

односу 2:1 molar ratio (комплекс : мостни лиганд). Добијену смешу смо мешали на собној 

температури у мраку током 24 часа. Растварач је потом испарен ротацијом, а остатак 

испран етром. Овако добијен сирови производ је растворен у минималној количини 

воденог раствора LiClO4 (0.5 M). Добијени раствори су остављени преко ноћи у мраку. 

Бледо жути талог је садржао два комплекса [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)](ClO4)2 и 

[{Pt(en)Cl}2(µ-1,4-phen)](ClO4)2. Након што је талог укоњен филтрацијом и испран етром а 

након тога осушен на ваздуху добили смо принос између 40% и 50%. Анализа комплекса 

К1 је дала следеће резултате: (C16H26N6Cl4O9Pt2, FW = 978.38): C, 19.64; H, 2.68; N, 8.59; 

Пронађено: C, 19.87; H, 2.74; N, 8.72%. 
1
H NMR (200 MHz, CD3COCD3): δ = 7.91 (m, 2H, 

C3H/C9H), 8.45 и 8.61 (dd, d, 2H, C5H/C6H), 9.18 и 9.53 (2d, 2H, C4H/C10H), 9.68 и 9.86 

(2d, 2H, C2H/C8H) и 3.04 (m, 8H, en) ppm.IR (KBr, , cm
-1

):  3426 (O-H растезање);  3087 

(N-H растезање); 1625, 1598 (C=N/C=C 1,7-phen растезање); 1146, 1113, 1089, 626 

(перхлоратни бројач).UV-vis (dmf/H2O (1:9, v/v), λmax, nm): 277.0 ( = 18.610
3
 M

-1
cm

-1
). 

Анализа комплекса К2 је дала следеће резултате: (C16H26N6Cl4O9Pt2, FW = 978.38): C, 

19.64; H, 2.68; N, 8.59; Пронађено: C, 19,52; H, 2.78; N, 8,43%. 
1
H NMR (200 MHz, 

CD3COCD3): δ = 8.03 (m, 4H, C2H/C9H и C5H/C6H), 9.65 (m, 2H, C1H/C10H), 10.12 (m, 2H, 

C3H/C8H), и 3.03 (m, 8H, en) ppm. IR (KBr, , cm
-1

):  3414 (O-H растезање); 3070 (N-H 

растезање); 1623, 1585 (C=N/C=C 4,7-phen растезање); 1108, 1090, 627 (перхлоратни 

бројач). UV-vis (dmf/H2O (1:9, v/v), λmax, nm): 280.0 ( = 18.510
3
 M

-1
cm

-1
). 

 

3.4.3. Елементална микроанализа 

 Елементална микроанализа за C, H и N параметре је извршена на 

Микроаналитичком одељењу Института за хемију Хемијског факултета, Универзитета у 
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Београду. Сва мерења су рађена на собној температури. Апарат за pH мерења (S220 

SevenCompact, pH/Ion, Mettler Toledo) је калибрисан пуферским раствором pH 4.00 и 7.00. 

Анализа ће бити спроведена  на апарату Vario III C, H, N, S Elemental Analyzer у CHS 

моду.  

3.4.4. Инфрацрвена спектроскопија 

 Снимање инфрацрвених спектара биће спроведено на Институту за хемију 

Природно-Математичког факултета Универзитета у Крагујевцу. УВ-вис сп eктри 

снимљeни су н a Shimadzu -oвoм сп eктрoфoтoмeтру с a двoструким сн oпoм oпрeмљeним 

тeрмoстaтским кв aрцним Suprasil će лиjaмa oд 1,00 цм, нaкoн рaствaрaњa oдгoвaрajућих 

динуклeaрних кoмплeтa плaтинe (II) у dmf / H2O (1: 9, v / v) вoди, при таласној дужини од 

200–600 nm. Кoнцeнтрaциja динуклeaрних kompleksa платине(II) iznosila je 5–10
–5

 M.   

3.4.5. Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија 

 Снимање нуклеарно-магнетно-резонанционих спектара (
1
H и 

13
C NMR) комплекса 

је  спроведено на Природно-математичком факултету Универзитета у Крагујевцу помоћу 

Varian Gemini-2000 NMR спектрофотометра 2000 (1H na 200 MHz) кoристećи 5 мм НMР 

цeви, нa 25 ° C. За снимање 
1
H и 

13
C NMR спектара употребљени су D2O и CD3COCD3 

(DMSO-d6) као растварачи и TSP (натријум-3-(триметилсилил)-пропионат-2,2,3,3-d4) као 

референтни стандард. 

 

3.4.6. Припрeмa рaствoрa лeкa 

Кoмплeкси плaтинe (II), K1 i K2, цисплaтинe (CDDP) и oксaлиплaтинe (L-OHP) су првo 

мeрeни, рaствoрeни у димeтил сулфoксиду (DMSO, Fisher Scientific, UK) у кoнцeнтрaциjи 

oд 40 mM и филтрирaни крoз филтeрe сa прeчник пoрa 0,22 mm. Зaтим су jeдињeњa 

рaзблaжeнa у кoмплeтнoм мeдиjуму тaкo дa крajњa кoнцeнтрaциja димeтил сулф oксидa 

никaдa ниje билa вeća o д 0,5% (v / v). Сeриje зa рaзрeђивaњe нaпрaвљeнe су у растућим 

кoнцeнтрaциjaмa oд 0,1 µM до 100 µM (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100μМ). Сви рaствoри 

кoришcћeни у eкспeримeнтимa су припрeмљeнa искључивo нa дaн eкспeримeнтa, кaкo би 
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сe избeглa прoмeнa хeмиjскe структурe испитивaних jeдињeњa. Кoнтрoлнa пoпулaциja 

нeтрeтирaних ћeлиja култивисaнa je истoм кoнцeнтрaциjoм димeтил сулфoксидa кao у 

ћeлиjaмa трeтирaним сa мaксимaлнoм кoнцeнтрaциjoм испитивaних супстaнци. Прaзнинe 

су билe jaмицe кoje нису сaдржaвaлe ћeлиje или мeдиjумe. 

Након третмана ћелијских линија, помоћу МТТ теста,  је  одређивали смо способност 

преживљавања ћелија 24, 48 и 72 часа након излагања ћелија горе наведеним комплексима 

платине у серијама концентрација од 0,3μМ до 100 μМ (0,3; 1; 3; 10; 30; 100μМ) у односу 

на способност преживљавања нетретираних ћелија (144, 145). Супстанца са раније 

доказаним цитотокичним ефектом као позитивна контрола коришћена је цисплатина. 

Ћелије обојене Annexin-ом V и пропидијум-јодидом смо испитивали на проточном 

цитометру и на тај начин смо одређивали који тип смрти ћелије изазивају комплекси 

платине али и релативни однос ћелијске смрти некроза/апоптоза (145). Такође проточном 

цитометријом смо испитивали механизме индукције апоптозе коју врше комплекси 

платине након што смо обележили третиране ћелије специфичним антителима протеина 

апоптозе и то: Bax (проапоптотски),  Bcl-2 (антиапоптотски), цитохром с и активнa 

каспазa-3.  Након добијених резултата смо израчинали индекс (релативни) нивоа 

експресије проапоптотски/антиапоптотски за протеине апоптозе. Одређивали смо 

релативни однос екпресије проапоптотичног протеина Bax и антиапоптотичног Bcl-2 

протеина. Даље, поредили смо третиране и нетретиране ћелије у смислу удела броја 

ћелија код којих је дошло до преласка цитохрома с из митохондрије са следсвеном 

активацијом каспазе-3 и Bax-a. 

3.5.  Тест ћелијске пролиферације (МТТ) 

МТТ (Sigma, Немачка) тест у нашем истраживању служи за квантитативно испитивање 

пролиферације или способности преживљавања ћелија након третмана комплексима 

платине (144, 145).  

Тест се заснива на следећем принципу:  

Жива ћелија која је активна метаболички уз помоћ ензима дехидрогензе митохондрија 

има способност да процесом редукције соли тетразолијум бромида, MTT (3-(4,5-
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диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тетразолијум бромид) који је жуте боје преведе у 

формазан љубичасте боје. Поменути формазан се налази унутар живе ћелије и може се 

растворити и измерити спектрофотометром. Овај тест нам дакле служи са једне стране за 

мерење степена умножавања ћелија а са друге стране уколико ћелије иду у правцу 

апоптозе или некрозе он нам омогућава праћење смањења способности преживљавања 

ћелија. За квантифокацију резултата смо користили ELISA читач (Zenyth 3100, 

AnthosLabtec Instruments) који је подешен да мери интензитет љубичасте боје на таласној 

дужини од 595 nm. Способност ћелија да преживе након третмана комплексима смо 

испитивали у три независна експеримента и то у трипликату. За култивацију смо 

користили плоче са 96 бунара. Користили смо серију растућих разблажења комплекса 

платине као што је раније наведено од 0,3μМ до 100 μМ (0,3; 1; 3; 10; 30; 100μМ). 

Новосинтетисани комплекси К1 и К2 су растворени у вискомим концентрацијама DMSO-а 

које су и до 400 пута више од највише у серији разблажења комплекса платине. Раније смо 

навели да коначна концентрација DMSO-а у медијуму за култивацију не прелази 0,5% v/v. 

Након што смо ћелије инкубирали у плочама са бунарима запремине 200 μl и просечног 

броја ћелија по сваком бунару 5x10
4 

мерили смо способност ћелија да преживи 24, 48 

односно 72 сата након инкубације К1 и К2 комплексима. У сваки бунар смо ставили по 

100 μl суспензије која садржи просечно 5x10
4
 ћелија. МТТ раствор у разблажењу 1:10 са 

фосфатним пуфером PBS-а (Phosphate Buffer Saline) се додавао у савки бунар и 

третираних и нетретираних ћелијских суспензија. Потом следи инкубација од 4 сата на 

37°С са 5% CO2. У даљем току експеримента одлије се супернатант и у бунарчиће улије  

се 150 μl DMSO-а. Следећи корак је механичко мешање са раствором DMSO у трајању од 

око 30 минута, након чега следи мерење апсорбанце љубичасте боје на таласној дужини 

од 595 nm. Анализом апсобанце код третираних и поређењем са апсорбанцом 

нетретираних бунара на индиректан начин је израчуната повећана, односно смањена 

способност ћелија да преживи (вијабилност). Ова вредност је израчуната формулом: 

% живих ћелија = (Е−Б)/(К−Б) × 100  

Е - ћелије третиране испитиваном супстанцом (апсорбанца);  

Б - контрола-бленк (апсорбанца);  
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К - нетретиране ћелије (апсорбанца) 

3.6.  Кванититативно испитивање апоптотске смрти Annexin V- PI 

тестом апоптотичности 

Као што је у уводном разматрању наведено апоптоза је тип такозване програмиране 

ћелијске смрти у чијој основи је транслокација фосфатидил-серина са спољашње на 

унутрашњу страну ћелијске мембране. Ова појава за последицу има асиметрију још увек 

очуване ћелијске мембране узроковану променама фосфолипида мембране. Кључни 

фактор у овом тесту је Annexin V, протеин са израженом способности формирања веза за 

везивања за фосфатидил-серин, калцијум али и фосфолипиде (145, 146). Са друге стране 

фазу касне апоптозе и некрозу карактерише губитак интегритета ћелијске мембране а ова 

појава омогућава појединим молекулима да се вежу за ДНК у ћелији. Једна од ових 

супстанци је пропидијум јодид (PI енгл. propidium iodide). Анализом резултата на 

проточном цитометру софтвером  CXP Cytometer, FlowJo и Flowing software v2.5 дошли 

смо до 4 типа резултата. Прво, Аnnexin V (-); PI (-) ћелије су живе ћелије, Аnnexin V (+); PI 

(-) ћелије су у фази ране апоптозе, Аnnexin V (+); PI (+) су у фази касне апоптозе а Аnnexin 

V (-); PI (+) су ћелије које су умирале некрозом. Ћелијску суспензију за анализу смо 

припремили на следећи начин: ћелијске културе смо тертирали комплексима платине К1 и 

К2 у трајању од 24 часа. Након инкубације коришћен је PBS за испирање а потом пуфер за 

ледено хладно везивање за прављење суспензије концентрације ћелија 1x10
6
/ml. Надаље 

следи у 100 μl формиране суспензије додавање 10 μl Annexin V и 20 μl PI. Након 

инкубације у мраку на 4°С у трајању од 15 минута радили смо ресупензију  у 400 μl 

везујућег пуфера а након тога је садржај анализиран на проточном цитометру. 

3.7.  Анализа фаза ћелијског циклуса 

Да би анализирали ћелијски циклус, потребна нам  је супстанца која је селективна у 

смислу везивања за молекул ДНК. Једна од таквих супстанци је и пропидијум-јодид (PI) 

(145, 147). Суштина дакле овог теста је да на основу количине ДНК (диплоидна/хаплоидна 

количина) индиректно закључимо у којој фази ћелијског циклуса се исти зауставља тј. у 

којој фази је највећи број ћлија након третмана. Након што се веже за молекул ДНК на 

основу интензитета флуоресценције одредили смо молекула ДНК у туморским ћелијама 
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које се налазе у одређеној фази ћелијског циклуса. Ћелијске линије 4Т1 и MDA-MB-231 

смо третирали новосинтетисаним комплексима К1 и К2, цисплатином у концентрацији од 

IC50. Након инкубације од 24 часа на 37°C 5% CO2 у апсолутно влажној средини, ћелије 

смо испрали PBS-ом а потом их хладним етанолом (70%) фиксирали на 4°C. Да бисмо 

умањили присуство РНК која би пореметила резултат услед неселтивности PI 

ресуспендовали смо ћелије у 1ml PBS-а са ензимом RNA-а A (500 μg/ml,Sigma, Немачка) 

30 минута на температури 37°C. На овај начин припремљене ћелије смо обојили са 5 μl 

раствора (10mg PI/mlPBS-а). Након инкубације у мраку на 4°С у трајању од 15 минута 

суспензију смо анализирали проточним цитометром (интензитет флуоресценције), 

Cytomics FC500 (Beckman Coulter), а резултати су приказани на хитограму. 

3. 8.  Анализа протеина апоптозе (Bax, Bcl-2, и активне каспазе-3) 

У овом делу нашег истраживања смо имали за циљ да испитамо ниво експресије 

протеина апоптозе и то оних проапоптотских Bax, антиапоптотских Bcl-2 и ензима 

каспазе-3. Испитивали смо како  IC50 концентрације К1 и К2 комплекса  и цисплатине 

након тертмана од 24 часа ћелијских линија делују на експресију протеина апоптозе (145, 

148-150). По тертману ћелија следи пропирање леденим PBS-ом након чега следи 

ресупензија до концентрације од 2x10
6
 ћелија/ml, фиксација и ресуспензија. Раствор са 

20μl козјег серума, 0,2 М глицина и 30μl PBS-a се користи за инкубацију од 20 минута. 

Након тога следи испирање са 4 ml PBS-a у центрифуги на 400xg у три наврата у трајању 

од по 5 минута. Овако припремљене ћелије смо подвргнули бојењу специфичним 

антителима. Антитело које везује Bcl-2 је по типу примарно јер је већ обојено. У 

разблажењу од 1:800 је инкубирано на собној емператури 15 минута. Друга два 

испитивана протеина апоптозе смо најпре инкубирали са адекватним примарним 

антителима у трајању од 30 минута на собној температури. Следећи корак је употреба 

секундарних антитела за Bax и активну каспазу-3 у мраку на собној температури 30 

минута. Последњи корак овог експеримента је испирање ћелија и ресуспензија у PBS-у 

као припрема за анализу проточном цитометријом. 
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3.8.1. Проточна цитометрија протеина апоптозе 

 

У овој фази експеримента је ресупензија ћелија анализирана на проточном цитометру 

(The Cytomics FC 500 Series, Beckman Coulter) који има могућност да мери 20000 догађаја. 

4Т1 и MDA-MB-231  ћелијске линије су подвргнуте мерењу интензитета флуоресценције. 

Овај интензитет је стандардизован обзиром да је у испитивању коришћено и антитело за 

тзв. негативну изотипску контролу. Податке од значаја за наше истраживање смо 

приказали вредностима просечног инзензитета флуоресцнције (MFI, meanfluorescence 

intensity). Вредности овог интензитета за Bcl-2 и Bax смо добили односом интензитета у 

односу на контролу (145). Са друге стране ниво експресије активиране каспазе-3 смо 

приказали као проценат ћелија са ефектом флуоресценције. 
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4. Резултати истраживања 

4.1.  Синтеза и карактеризација динулеарник комплекса платине 

К1 и К2 

4.1.1.  Синтеза и структурна карактеризација динуклеарних 

[{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)](ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)] (ClO4)2  комплекса 

Полазна тачка за синтезу комплекса [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen) ] (ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-

4,7-phen) ] (ClO4)2  у даљем тексту К1 и К2 су  мононуклеарни [Pt (en) Cl (dmf)] NO3 који 

су се повезујући са лигандима 1,7-фенантролин, односно 4,7-фенантролин за 

премошћавање организовали у динуктеарне комплексе (Слика 14)  

 

 

 

 

 

 

Слика 14. Структурна формула мостних лиганада 1,7-phen и 4,7-phen ligands и 

одговарајућих динуклеарних комплекса платине (II) комплексC1 и  C2. Атоми угљеника 

су обележени према  IUPAC правилима. 
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4.1.2. Елементална микроанализа 

Након синтзе ова два комплекса урадили смо елементалну C, H и N атоме. На основу 

добијених података може се закључити одлично слагање између израчунатих и нађених 

вредности за испитиване комплексе платине. Анализом резултата К1 комплекса уочавамо 

слагање у израчунатим и измереним вредностима процената заступљености појединих 

антома. (Табела 2). 

К1 C16H26N6Cl4O9Pt2, FW = 

978.38 

C(%) H(%) N(%) 

Израчунато 19.64 2.68 8.59 

Нађено 19.87 2.74 8.72 

Табела 2: Резултати елементарне микоанализе [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)] комплекса 

Анализом резултата К2 комплекса такође уочавамо слагање у израчунатим и 

измереним вредностима процената заступљености појединих антома. (Табела 3) 

 

К2 C16H26N6Cl4O9Pt2, FW = 

978.38 

C(%) H(%) N(%) 

Израчунато 19.64 2.68 8.59 

Нађено 19.52 2.78 8.43 

Табела 3: Резултати елементарне микоанализе [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)] комплекса 

  

4.1.3. Инфрацрвена спектроскопија 

Спeктрoфoтoмeтриja сa UV-висoм oд C1-C3 у dmf / H2O (1: 9, v / v) у кoнцeнтрaциjи oд 

5x10
-5

 M прикaзaнa je нa слици 15. Taлaснe дужинe мaксимaлнe aпсoрпциje зa oвe 

кoмплeксe (λmax, nm) и мoлaрни кoeфициjeнти изумирaњa (ε, M
-1

cm
-1

), oдрeђeни су oдмaх 
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пo рaствaрaњу кoмплeксa И њихoвe измeрeнe врeднoсти за К1 комплекс су: 277.0 nm ( = 

18.610
3
 M

-1
cm

-1
) а за комплекс К2 износи 280.0 nm ( = 18.510

3
 M

-1
cm

-1
)  . Врхoви 

aпсoрпциje зa oвe кoмплeксe пoкaзуjу знaчajнe црвeнe пoмaкe у пoрeђeњу с oнимa зa 

нeкooрдинирaнe N-хeтeрoцикличне (λmax = 277 i 280 nm za C1 i C2), штo укaзуje дa 

aпсoрпциja кoja je oпaжeнa зa кoмплeксe мoжe бити приписaнa LMCT (ligand-to-metal 

charge transfer) променама(151)   

 

 

 

1.  

2.  

Слика 15. UV–vis спектри комплекса C1 C2 мерених на  510
–5 

M dmf/H2O (1:9, 

v/v) раствору 

Инфрацрвена спектроскопија: ИР спектри комплекса К1 и К2 снимљени у опсегу 

4000–4500 цм 
– 1

 показују појасеве који се приписују координираним N-хетероциклима. 

Широк опсег апсорпције на 3426 кaдa je рeч o К1 кoмплeксу 3414 cm
-1

 кoд К2 

кoмплeксa, додељен је вибрацијама растезања OH групе и потврђује присуство 

координираних и кристалних молекула воде у K1 и K2 [16]. Поред тога, ови комплекси 

показују две врло јаке и оштре појасеве 3087 код К1 комплекса до 3070 cm
-1 

код К2 

комплекса, који су додељени асиметричним и симетричним вибрацијама истезања, 

координиране амино групе двоетандованог координираног етилендиаминог лиганда  (N-H 

растезање) (152). Дoбиjeни пoдaци спектроскопије на мостним лигандима су следећи; 

1625 К1- 1625 К2 (C=N растезање); 1598 К1- 1585 К2 (C=C растезање). Увиђамо да 

постоји мала разлика између апсорбције 1,7-phen и 4,7-phen лиганада која се може 

приписати растезарима узмеђу угљеникових атома. 
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Комплекси К1 и К2 показују веома јак појас у распону од 1146  1089 cm
-1

  и јак на 626 

и 627 cm
-1

, који се могу приписати режимима ν(ClO) and δ(OClO), некоординирани 

перхлорати (153). Присуство две траке које се приписују асиметричној вибрацији 

истезања ClO4
−
 јона може бити последица његовог учешћа у интеракцијама везања 

водоника, што резултира смањењем симетрије тачке групе са Td to C2, што доводи до 

спектроскопског „псеудомонодентата“ понашање ClO4
−
јона [18,19]. Анализом резултата 

за К1 комплекс добијамо вредности:   1146, 1113, 1089, 626 (перхлоратни бојач) а за К2  

комолекс 1108, 1090, 627 (перхлоратни бојач). 

4.1.4. Нуклеарно-магнетно-резонанциона спектроскопија 

Комплекси су карактерисани помоћу 
1
H NMR спектроскопије. У aрoмaтичнoм 

рeгиoну, 
1
H NMR спeктр К1 кoмплeксa сe сaстojи oд чeтири кaрaктeристичнe групe 

сигнaлa за које је одговорно oсaм прoтoнa три кoндeнзoвaнa aрoмaтичнa прстeнa у N-

хeтeрoциклу, сa рeзoнaнциjaмa пoмeрeним прeмa дoлe у oднoсу нa прoтoнe 

нeкooрдинисaнoг 1,7-feni лиганда. Ово померање је уочено на свим протонима 

анализираним на појединим атомским позицијама.Зaпaжeнo пoмeрaњe aрoмaтичних 

прoтoнa у N-хeтeрoцикличкoм лигaнду нaкoн њихoвe плaтинaциje мoжe сe приписaти 

дeлoкaлизaциjи нeдoстaткa нaбoja (фoрмирaњe кaтјoн-a платине (II) кooрдинaциjoм) крoз 

свe прстeнoвe у мoлeкули, кaкo сe прeдвиђaлo (154, 155). Узимajући у oбзир свe aрoмaтскe 

прoтoнe, знaчajнe врeднoсти кooрдинaциoних пoмaкa (
1
H)coord  су +0.18 и +0.72 ppm za К1 

кoмплeкс (Табела 4). 
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Atom 

position 

C1H C2H C3H C4H C5H/C

6H 

C8H C9H C10H 

1,7-

phen 

 9.07, 

dd  

7.73, 

m 

8.46, 

dd 

8.08, q 9.07, 

dd  

7.73, 

m 

8.46, 

dd 

9.55, 

dd 

9.04, 

dd 

9.55, 

dd 

9.04, 

dd 

C1  9.68, 

dd;9.86, dd 

(+0.61; 

+0.31) 

7.91, 

m 

9.18, 

d;9.53, d 

8.45, 

d;8.61, dd 

9.68, 

dd;9.86, dd 

7.91, 

m 

9.18, 

d;9.53, d 

(+0.1

8) 

(+0.72;

+0.49) 

(+0.37;

+0.53) 

(+0.6

1; +0.31) 

(+0.1

8) 

(+0.72;

+0.49) 

Табела 4:  
1
H NMR хемијске и координатне промене  (δ, ppm), у више тачака за 

слободни 1,7-phen и у склопу одговарајућег  комплекса платине(II)   (C1) у 

CD3COCD3 као растварачу. 

 

1
H NMR спeктaр К2 кoмплeксa сaстojи сe oд три кaрaктeристичнe групe сигнaлa кoje 

oдгoвaрajу oсaм прoтoнa 4,7-fen лигaндa. Сигнaли слoбoднoг лигaндa у 
1
H NMR спектрима  

нa 7,75 ppm штo oдгoвaрa C2H / C9H сигнал од 8,21 ppm за C5H / C6H.  У спeктримa К2 

дajу мултиплeт нa 8,03 ppm. Кao штo сe мoжe видeти у Taбeли 1, рeзoнaнциje зa свe 

aрoмaтскe прoтoнe у К2 сe пoмeрajу у oднoсу нa oнe зa нeкooрдинисaни 4,7-fen ligand 

((
1
H)coord= +0.18  +0.89), што се може објаснити као и код К1 комплекса (табела 5).  

Atom 

position 

C1H C2H C3H C4H C5H/

C6H 

C8H C9H C10H 

4,7-

phen 

9.03, 

dd 

7.75, 

dd 

9.23, 

dd 

 8.21, s 9.23, 

dd 

7.75, 

dd 

9.03, 

dd 

C2 9.65, 

m 

8.03, 

m 

10.12, 

m 

 8.03, 

m 

10.12, 

m 

8.03, 

m 

9.65, 

m 

(+0.62

) 

(+0.28

) 

(+0.89

) 

(+0.18

) 

(+0.89

) 

(+0.28

) 

(+0.62

) 

Табела 5:  
1
H NMR хемијске и координатне промене  (δ, ppm), у више тачака за 

слободни 4,7-phen и у склопу одговарајућег  комплекса платине(II)   (C2) у CD3COCD3 као 

растварачу. 
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4.2. Испитивање цитотоксичности комплекса.  

4.2.1. Цитотоксичност комплекса платине К1, К2, цисплатине и 

оксалплатине на ћелијсе линије карцинома дојке хуманог порекла (MDA-

MB-231) 

У циљу испитивања ефикасности горе наведених новосинтетисаних комплекса 

платине мерили смо цитотоксичност  K1 и K2 комплекса различитих концентрација oд 0,1 

µM до 100 µM (0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100μМ) на две туморске културе ћелија, хумана 

(MDA-MB-231) и мишја (4Т1). Контролна група здравих ћелија коју смо такође третирали 

комплексима је култура здравих фибробласта (MRC-5). За поређење ефикасности напред 

наведених комплекса користили смо тест цитотоксичности циплатине и оксалплатине на 

истим овим ћелијским линијама. Резултати нашег истраживања показали да је 

цитотоксичност комплекса које смо синтетисали али и контрола цисплатине и 

оксалплатине дозно зависна. Са повећањем концентрације лека, односно комплекса, 

повећава се проценат цитотоксичности. Након инкубације хумане културе карцинома 

дојке (MDA-MB-231) од 24 часа комплексом K1 резултати показују да при нижим 

концентрацијама 0,1 µМ , 0,3 µМ, 1 µМ заправо и нема цитотоксичности. При 

концентрацији од 3µМ значајно смањује број вијабилних ћелија за 20.7±2.7%. Са 

порастом концентрације расте и ефикасност у смислу цитотоксичности, па тако у 

концентрацији од 10 µМ износи 54.7±3.99%, при концентрацији од 30 µМ износи  

64.87±2.07% а у највишој концентрацији од 100 µМ износи 66.98±2.01%. Са друге стране 

након инкубације хумане културе карцинома дојке (MDA-MB-231) од 24 часа комплексом 

K2 резултати показују да  тaкoђe у нижим испитивaним кoнцeнтрaциjaмa нeмa 

цитoтoксичнoг eфeктa. Чaк при кoнцeнтрaциjи oд 30 µМ цитотоксичност износи само 

8.90± 2.89%, штоје знатно мањи резултат у односу на К1 комплекс. У највишој 

концентрацији од 100 µМ 26.47±6.78%. Инкубацијом цисплатине са ћелијама културе 

карцинома дојке (MDA-MB-231) од 24 часа и анализом теста цитотоксичности налазимо 

да је цисплатина слична К2 комплексу од 0.1-10 µМ су вредности цитотоксичности 

једноцифрене а при концентрацији од 30 µМ износи 11.30±6.87%. У највишој вредности 

концентрације од 100µМ износи 43.02±8.87% што је чини ефикаснијом од комплекса К2 

али далеко неефикаснијом у односу на К1 комплекс. Оксалплатина када се инкубира 24 
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часа са ћелијама културе карцинома дојке (MDA-MB-231) већ при нижим 

концентрацијама даје добре резултате. До концентрације 0.3 µМ је једноцифрена. У 

окнцентрацији од 1 µМ бележимо измерену цитотоксичност од 25.41±7.55%. Дозно 

зависно смањује вијабилност ћелија при концентрацији од 3 µМ за 35.85±6.96%, при 

концентрацији од 10 µМ 47.39±11.18%. У високим концентрацијама се приближава 

степену цитотоксичности К1 комплекса и за 30 µМ износи 60.09±4.45% а на 

концентрацији од 100 µМ 63.43±3.90% (Графикон 1).  

 

 

Графикон 1. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу хуманих ћелија карцинома дојке (MDA-MB-231) након 

инкубације од 24 часа  

У нашем истраживању смо закључили да је ефикасност гледана кроз цитотоксичност 

комплекса K1 и K2, цисплатине и оксалплатине осим дозне зависности показује и 

временку зависност. Па тако након инкубације хумане културе карцинома дојке (MDA-

MB-231) од 48 часова комплексом K1 резултати показују да је смањење вијабилних ћелија 

при концнтрацијама од 0.1 и 0.3 µM једноцифрено. Након 48 часова третмана у 

концентрацији од 1 µM добијамо резултат цититиксичности од 13.22±1.57%. У 

концентрацији од 3 µM је цититиксичан 28.88±7.90%, при концентрацији од 10 µM 

72.11±6.26% и надаље преко 78, 76%±2.45 до максималне концентрације од 100 µM када 

убија 80.95±4.41% ћелија. К2 комплекс је и након 48 часова култивације слично ефикасан 
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и тек у највишој концентрацији од 100µM је двоцифрен и износи 33.94±4.75%. 

Цитотоксични ефекат цисплатине је временски завистан и након 48 часова култивације до 

концентрације од 10 µM је исод 20% а при концентрацији од 30 µM износи 23±4.01%. И 

коначно у највећој концентрацији има цитотоксичност од 72.42±5.01%. Оксалплатина у 

својој ефикасности могло би се рећи да и након 48 часова култивације прати К1 комплекс  

и већ при концентрацији од 3 µM износи 33.48±3.28. Када се култура карцинома дојке 

(MDA-MB-231) третира оксалплатином у трајању од 48 часова а при концентрацији од 10 

µM број вијабилних ћелија се смањује за 70.13±1.76%; 30µM 84.71±0.73 и 100 µM 

82.70±1.43% при чему нема статистички значајне разлике између К1 и 

окслаплатине.(Графикон 2). 

 

Графикон 2. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу хуманих ћелија карцинома дојке (MDA-MB-231) након 

инкубације од 48 часова 

 

У даљем истраживању смо наставили са третманом ћелија у трајању од 72 сата. 

Аналогно претходним резултатима тако након инкубације хумане културе карцинома 

дојке (MDA-MB-231) од 72 часа комплексом K1 резултати показују да је значајна 

цитотоксичност  у концентрацији од 3 µM (36.71±5.85%) да би преко 10 µM (78.68±7.72%) 

при концентрацији од 100 µM износила 79.34±2.69%. Цитотоксичност комплекса К2 
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након 72 сата третмана до концентрације 30 µM (22.59±2.69%) је ниска. У највишој 

концентрацији  100 µM износи 52.99±1.94%. Након 72 сата третмана цисплатином 

временска зависност долази до изражаја те концентрација 30 µM има цитотоксичност 

(47.67±0.75%) а највиша концентрација 83.80±0.53% али бз статистички значајне разлике 

у односу на К1. Ефекат окслаплатине и након 72 часа је доказан на већ ниским 

концентрацијама 1 µM (33.94±0.69%) дозно зависно расте преко 30 µM (97.38±5.88%) до 

коначних 100 µM (97.18±4.75%) (Графикон 3). 

 

Графикон 3. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу хуманих ћелија карцинома дојке (MDA-MB-231) након 

инкубације од 72 часа 

4.2.2. Цитотоксичност комплекса платине K1, K2, цисплатине и 

оксалплатине на ћелијске линије карцинома дојке мишјег  порекла (4Т1) 

У даљем току испитивања ефикасности горе наведених новосинтетисаних комплекса 

платине мерили смо цитотоксичност  K1 и K2 комплекса, цисплатине и оксалплатине на 

културу ћелија карцинома миша (4Т1). Након инкубације мишје културе карцинома дојке 

(4Т1) од 24 часа комплексом K1 резултати показују да већ при концентрацији од 10 µM 

42.71±1.29% ћелија губи вијабилност. Анализом концентрације од 30 µM добили смо 

резултате 86.03±1.05%, а 100 µM убија чак 94.81±0.73%. Комплкс К2 на  ову ћелијску 

линју након 24 часа слабо делује цитотоксично и практично и при највећим 



 

62 

 

концентрацијама је једноцифрен и износси 8.23±8.01%. Цисплатина такође слабо делује 

цитотоксично на овећелије након 24 часа и практично при концентрацији од 30 µM 

смањује број вијабилних ћелија за 13.12±5.15%. Цитотоксичност оксалплатине је за 

статистички значајно већа у односу на цисплатину али је све до концентрација од 30 µM 

једноцифрен проценат смњења вијабилних ћелија у култури. У нјавећој концентрацији од 

100 µM износи 44.30±0.18% (Графикон 4). 

 

Графикон 4. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) након инкубације 

од 24 часа 

 

Када смо културу мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) инкубирали 48 часова 

комплексом K1 резултати показују да при концентрацијама од 0.1; 0.3 и 9 µM 

цитотоксичност досеже до 9.22±4.64%. Након тога дозно зависно се наставља раст преко 

10 µM (56.53±7.37%), 30 µM (71.53±8.14%) и 100 µM (84.40±1.53%). К2 комплекс након 

48 часова има бољу цитотоксичност али тек при највишим концентрацијама од 100 µM 

(26.75%). Ефекат цисплатине након 48 часова долази до изражаја али при вишим 

концентрацијама лека 30 µM (29.00±8.81%) и 100 µM (78.22±9.78%). У нижим 

концентрацијама практично ни нема цитотоксичности. Ефекат оксалплатине у нижим 

концентрацијама је значајно болји у односу на цисплатину 3 µM (17.42±2.23%), 10 µM 
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(37.92±3.15%), 30 µM (43.92±0.34%) али је у највишиј концентрацији статистички 

значајно нижи у односу на цисплатину и износи 62.65±0.42% (Графикон 5). 

 

Графикон 5. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) након инкубације 

од 48 часова 

 

Третирањем културе мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) након инкубације од 72 

часа комплексом K1 резултати показују да се проценат вијабилних ћелија смањује 

значајно већ са 3 µM концентрацијом (31.24±3.52%) да би преко 55.67±9.67% и 

79.01±3.93% тај проценат при највишој концентрацији од 100 µM порастао на 

93.25±1.47%. И након 72 часа култивације К2 комплекс је тек у највишиј концнцентрацији 

ефикасан и то 31.73±6.48%. Цисплатина задржава дозну зависност са 10 µM 

(18.81±4.27%), 30 µM (47.15±9.08%) и 100 µM (83.51±1.73%). Са друге стране 

оксалплатина даје при ниским концентрацијама висок проценат цитотоксичности и то 1 

µM (29.00±7.15%), 3 µM (81.89±4.46%), већ са концентрацијом 10 µM досеже до 

95.53±1.62%, а са 30 µM 98.04±0.48% односно 98.7±0.23% при највишој концентрацији од 

100 µM. Ови резултати говоре у прилог временске зависности која је посебно изражена 

код оксалплатине а бољи цитотоксични ефекти К1 комплекса су регистровани већ након 

24 часа примене што за остале агенсе није случај (Графикон 6). 
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Графикон 6. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) након инкубације 

од 72 часа 

4.2.3. Цитотоксичност комплекса платине K1, K2, цисплатине и 

оксалплатине на културу здравих фибробласта (MRC-5) 

Како је напред наведено цитотоксичност раније описаних супстанци и њихову дозну и 

временску зависност смо испитивали и на културама здравих фибробласта. Након 

инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 24 часа комплексом K1 

резултати показују да је цитотоксични ефекат на ове ћелијске линије у нижим 

концентрацијама 0.1-10 µM испод 20%. У концентрацији од 30 µM (21.22±2.23%), а 

највишој мереној концентрацији убија 44.72±3.15% ћелија. Комплекс К2 има значајно 

мањи ефекат на овећелије и у највишој концентрацији од 100 µM убија 12.75±5.49% 

ћелија. Цитотоксичност цисплатине је до највише концентрације једноцифрена (до 5%) а у 

концентрацији од 100 µM износу 28.96±4.60%. Слично њој али статистички значајно манје 

оксалплатина у концентрацији 30 µM убија 14.53±3.82% ћелија а 100 µM 

(19.43±1.72%)(Графикон 7). 
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Графикон 7. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу ћелија здравих фибробласта (MRC-5) након инкубације 

од 24 часа  

 

У току инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 48 часоваа 

комплексом K1 добили смо податке да порсатом концентрације К1 комплекса до 10 µM 

цитотоксичност расте до 17.26±3.81%, преко 32.5±1.24% до максималних 56.55±4.60% при 

концентрацији од 100 µM. Цитотокичност Комплекса К2 је максимална у 100 µM 

концентрацији и износи 15.67±1.72%. И у овом случају временска зависност цисплатине 

долази до изражаја где при 10 µM концентрацији износи 18.44±0.40%, 30 µM 

(29.30±8.83%) а 100 µM концентрација убија 49.08±1.56% вијабилних ћелија. У овој фази 

анализе добили смо резултате који показују изразиту дозну и временску зависност 

оксалплатине која и при нижим концентрацијама од 1 µM има цитотоксичност 19.00±0.10 

да би експоненцијално растао до 63.46±4.84% при концентрацији од 100 µM (Графикон 

8).   
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Графикон 8. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу ћелија здравих фибробласта (MRC-5) након инкубације 

од 48 часова 

 

Анализом цитотоксичности након инкубације културе ћелија здравих фибробласта 

(MRC-5) од 72 часа комплексом K1 добили смо податке да цитотоксичност практично 

није промењена у односу на ону од 48 часова инкубације креће се од 20.42±4.15% на 3 µM 

до максималних 57.48±2.03% са 100 µM. К2 комплекс показује на 30 µM 11.62±3.10% а на 

100 µM 24.37±4.34%. Цисплатина временски зависна повећава цитотоксичност након 72 

часа са 10 µM има 33.17±6.12%, 30 µM (43.62±9.96%) и 100 µM (64.00±4.84%). И коначно 

оксалплатина показује највћу цитотоксичност у овој фази која у свим концентрацијама 

превазилази друге супстанце од 3 µM (24.82±7.75%) до максималних 84.84±2.03% при 

концентрацији од 100 µM. (графикон 9) 
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Графикон 9. Цитотоксичности комплекса K1 и K2, цисплатине (CDDP) и 

оксалплатине (L-OHP)  на културу ћелија здравих фибробласта (MRC-5) након инкубације 

од 72 часова 

4.3. IC50 вредности испитиваних једињења  

Анализом резултата ћелијске цитотоксичности синтетисаних комплекса и контрола 

дошли смо до вредности која представља концентрацију одређеног једињења која смањује 

број вијабилних ћелија на 50% то је тзв. IC50 вредност. Након инкубације хумане културе 

карцинома дојке (MDA-MB-231) од 24 часа комплексом K1 резултати показују да IC50 

вредност износи 8.8±1.0 µM. Са друге стране након инкубације хумане културе карцинома 

дојке (MDA-MB-231) од 24 часа комплексом K2 резултати показују да IC50 вредност 

износи 193.3±14.5 µM што је статистички значајно већа вредност. Анализом 

цитотоксичности цисплатине на ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) после 

инкубације од 24 часа резултати показују да IC50 вредност износи 138.4±14.7 µM, и ти 

резултати показују да је цисплатина статистички значајно након инкубације од 24 часа 

ефикаснија од  K2 комплекса али мање ефикасна од  K1 комплекса.  Резултати 

ефикасности оксалплатине на хумане ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) 

после инкубације од 24 часа показују да IC50  вредност износи 11.7±1.6 µM. Анализом овог 

резултата добијамо податак да цитотоксичност оксалплатине на хумане ћелије културе 

карцинома дојке (MDA-MB-231) нема статистички значајна одступања у односу на K1 
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комплекс. Са друге стране показано је да ефикасност оксалплатине већа од цисплатине а 

нарочито од  K2 комплекса (Табела 6). 

Табела 6. IC50  вредности након инкубације културе хуманих ћелија карцинома дојке 

(MDA-MB-231) од 24 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени 

као средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 24 сата (µM) 

К1 8.8±1.0 

К2 193.3±14.5 

цисплатина (CDDP) 138.4±14.7 

оксалплатина(L-OHP) 11.7±1.6 

 

Анализом резултата након 48 часова инкубације хумане културе карцинома дојке 

(MDA-MB-231) од 48 часова комплексом K1 резултати показују да IC50 вредност износи 

7.3±0.7 µM. Са друге стране након инкубације хумане културе карцинома дојке (MDA-

MB-231) од 48 часова комплексом K2 резултати показују да IC50 вредност износи 

174.8±9.3 µM што је поново показано као статистички значајно већа вредност. Анализом 

цитотоксичности цисплатине на ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) после 

инкубације од 48 часова резултати показују да IC50 вредност износи 67.2±3.1 µM, и ти 

резултати показују да је цисплатина статистички значајно након инкубације од 48 часова 

ефикаснија од  K2 комплекса али у узразито већој мери него након 24 часа али је и даље 

мање ефикасна од  K1 комплекса.  Резултати ефикасности оксалплатине на хумане ћелије 

културе карцинома дојке (MDA-MB-231) после инкубације од 48 часова показују да IC50  

вредност износи 7.5±0.9 µM. Анализом овог резултата добијамо податак да 

цитотоксичност оксалплатине на хумане ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) 

нема статистички значајна одступања у односу на K1 комплекс. Са друге стране показано 

је да ефикасност оксалплатине већа од цисплатине (али је та разлика мања него након 

инкубације од 24 часа а нарочито од  K2 комплекса) (Табела 7). 



 

69 

 

Табела 7. IC50  вредности након инкубације културе хуманих ћелија карцинома дојке 

(MDA-MB-231) од 48 часова са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени 

као средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 48 сати 

(µM) 

К1  7.3±0.7  

К2 174.8±9.3  

цисплатина (CDDP) 67.2±3.1  

оксалплатина(L-

OHP) 

7.5±0.9  

 

Добијене податке након инкубације хумане културе карцинома дојке (MDA-MB-231) 

од 72 часа комплексом К1 резултати показују да IC50 вредност износи 6.2±1.1 µM. Такође 

након инкубације хумане културе карцинома дојке (MDA-MB-231) од 72 часа комплексом 

К2 резултати показују да IC50 вредност износи 91.1±4.8 µM што је поново показано као 

статистички значајно већа вредност али и показатељ временске зависности у ефикасности 

овог комплекса у поређењу са IC50 вредностима за 24 односно 48 часова. Анализом 

цитотоксичности цисплатине на ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) после 

инкубације од 72 часа резултати показују да IC50 вредност износи 28.9±1.8 µM, и ти 

резултати показују да је цисплатина статистички значајно након инкубације од 72 часа 

ефикаснија од  K2 комплекса али у узразито већој мери него након 48 часова али је и даље 

мање ефикасна од  K1 комплекса. И након 72 часа IC50 вредност цисплатине је 

статистички значајно већа од K1 комплекса.  Резултати ефикасности оксалплатине на 

хумане ћелије културе карцинома дојке (MDA-MB-231) после инкубације од 72 часа 

показују да IC50  вредност износи 2.7±1.0 µM  (Табела 8). 
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Табела 8. IC50  вредности након инкубације културе хуманих ћелија карцинома дојке 

(MDA-MB-231) од 72 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени 

као средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 72 сата (µM) 

К1  6.2±1.1 

К2 91.1±4.8 

цисплатина (CDDP) 28.9±1.8 

оксалплатина(L-

OHP) 

2.7±1.0 

 

 

Осим на ћелијама хуманог порекла анализа је рађена и на ћелијама анималног, мишјег 

порекла (4Т1 ћелијка линија). Након инкубације мишје културе карцинома дојке (4Т1) од 

24 часа комплексом K1 резултати показују да IC50 вредност износи 14.3±1.3µM. Са друге 

стране након инкубације мишје културе карцинома дојке (4Т1) од 24 часа комплексом K2 

резултати показују да IC50 вредност износи >500 µM што је статистички значајно већа 

вредност. Анализом цитотоксичности цисплатине на ћелије културе карцинома дојке 

миша (4Т1) после инкубације од 24 часа резултати показују да IC50 вредност износи 

154.8±12.4 µM, и ти резултати показују да је цисплатина статистички значајно након 

инкубације од 24 часа ефикаснија од  K2 комплекса али далеко мање ефикасна од  K1 

комплекса.  Резултати ефикасности оксалплатине на мишје ћелије културе карцинома 

дојке (4Т1) после инкубације од 24 часа показују да IC50  вредност износи 179.3±10.2 µM. 

Анализом овог резултата добијамо податак да цитотоксичност оксалплатине на мишје  

ћелије културе карцинома дојке (4Т1) има статистички значајна одступања у односу на K1 

комплекс (Табела 9). 
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Табела 9. IC50  вредности након инкубације културе мишјих ћелија карцинома дојке 

(4Т1) од 24 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као средња 

вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 24 сата (µM) 

К1  14.3±1.3 

К2 >500 

цисплатина (CDDP) 154.8±12.4 

оксалплатина(L-

OHP) 

179.3±10.2 

 

Када смо културу мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) инкубирали 48 часова 

комплексом К1 резултати показују да IC50 вредност износи 8.7±0.6 µM. Са друге стране 

након инкубације мишје културе карцинома дојке (4Т1) од 48 часова комплексом К2 

резултати показују да IC50 вредност износи 190.4±10.2 µM. Анализом цитотоксичности 

цисплатине на ћелије културе карцинома дојке миша (4Т1) после инкубације од 48 часова 

резултати показују да IC50 вредност износи 58.1±4.0 µM, и ти резултати показују да је 

цисплатина статистички значајно након инкубације од 48 часова ефикаснија од  К2.  

Резултати ефикасности оксалплатине на мишје ћелије културе карцинома дојке (4Т1) 

после инкубације од 48 часова показују да IC50  вредност износи 47.6±3.2 µM. Анализом 

овог резултата добијамо податак да цитотоксичност оксалплатине на мишје  ћелије 

културе карцинома дојке (4Т1) има статистички значајна одступања у односу на К1 

комплекс и цисплатину у смислу мање ефикасности  (Табела 10). 
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Табела 10. IC50  вредности након инкубације културе мишјих ћелија карцинома дојке 

(4Т1) од 48 часова са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као средња 

вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 48 сати (µM) 

К1  8.7±0.6 

К2 190.4±10.2 

цисплатина (CDDP) 58.1±4.0 

оксалплатина(L-

OHP) 

47.6±3.2 

 

Третирањем културе мишјих ћелија карцинома дојке (4Т1) након инкубације од 72 

часа комплексом К1 резултати показују да IC50 вредност износи 6.9±1.2 µM што је 

најмања вредност у односу на 24 и 48часова инкубације. Надаље, након инкубације мишје 

културе карцинома дојке (4Т1) од 72 часа комплексом К2 резултати показују да IC50 

вредност износи 151.3±9.6 µM. Анализом цитотоксичности цисплатине на ћелије културе 

карцинома дојке миша (4Т1) после инкубације од 48 часова резултати показују да IC50 

вредност износи 2.7±0.4 µM.  Резултати ефикасности оксалплатине на мишје ћелије 

културе карцинома дојке (4Т1) после инкубације од 48 часова показују да IC50  вредност 

износи 2.1±0.9 µM. Анализом овог резултата добијамо податак да цитотоксичност 

оксалплатине, цисплатине и  C1 комплекса на мишје  ћелије културе карцинома дојке 

(4Т1) има статистички значајна одступања у односу на C2 комплекс у смислу веће 

ефикасности  (Табела 11). 
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Табела 11. IC50  вредности након инкубације културе мишјих ћелија карцинома дојке 

(4Т1) од 72 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као средња 

вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 72 сата (µM) 

К1  6.9±1.2 

К2 151.3±9.6 

цисплатина (CDDP) 2.7±0.4 

оксалплатина(L-

OHP) 

2.1±0.9 

 

Како је напред наведено цитотоксичност раније описаних супстанци и њихову дозну и 

временску зависност смо испитивали и на културама здравих фибробласта. Након 

инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 24 часа комплексом К1 

резултати показују да IC50 вредност износи 114.8±12.8µM. Са друге стране након 

инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 24 часа комплексом К2 

резултати показују да IC50 вредност износи >500 µM што је статистички значајно већа 

вредност. Анализом цитотоксичности цисплатине на културе ћелија здравих фибробласта 

(MRC-5) после инкубације од 24 часа резултати показују да IC50 вредност износи 

372.6±28.3 µM. Резултати цитотокичности оксалплатине на културе ћелија здравих 

фибробласта (MRC-5) после инкубације од 24 часа показују да IC50  вредност износи 

268.3±17.9 µM (Табела 12). 
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Табела 12. IC50  вредности након инкубације културе ћелија здравих фибробласта 

(MRC-5) од 24 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као 

средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 24 сата (µM) 

К1  114.8±12.8 

К2 >500 

цисплатина (CDDP) 372.6±28.3 

оксалплатина(L-

OHP) 

268.3±17.9 

 

Анализом резултата након инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) 

од 48 часова комплексом К1 резултати показују да IC50 вредност износи 107.1±6.3 µM. 

Даље   након инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 48 часова 

комплексом К2 резултати показују да IC50 вредност поново износи >500 µM. Анализом 

цитотоксичности цисплатине на културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) после 

инкубације од 48 часова резултати показују да IC50 вредност износи 101.7±6.9 µM. 

Резултати цитотокичности оксалплатине на културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) 

после инкубације од 48 часоваа показују да IC50  вредност износи 38.6±2.1 µM (Табела 13). 
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Табела 13. IC50  вредности након инкубације културе ћелија здравих фибробласта 

(MRC-5) од 48 часова са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као 

средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 48 сата (µM) 

К1  107.1±6.3 

К2 >500 

цисплатина (CDDP) 101.7±6.9 

оксалплатина(L-

OHP) 

38.6±2.1 

 

После  инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 72 часа 

комплексом К1 резултати показују да IC50 вредност износи 121±4.7 µM. Даље   након 

инкубације културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) од 72 часа комплексом К2 

резултати показују да IC50 вредност поново износи 401.0±17.6 µM. Анализом 

цитотоксичности цисплатине на културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) после 

инкубације од 72 часа резултати показују да IC50 вредност износи 39.4±2.5 µM. Резултати 

цитотокичности оксалплатине на културе ћелија здравих фибробласта (MRC-5) после 

инкубације од 72 часа показују да IC50  вредност износи 11.6±1.3 µM (Табела 14). 

Табела 14. IC50  вредности након инкубације културе ћелија здравих фибробласта 

(MRC-5) од 72 часа са одређеним испитиваним једињењем. Подаци су изражени као 

средња вредност ±  стандардна девијација. 

Једињење IC50  вредност за 72 сата 

(µM) 
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К1  121±4.7 

К2 401.0±17.6 

цисплатина (CDDP) 39.4±2.5 

оксалплатина(L-OHP) 11.6±1.3 

 

4.4. Индекси селективности испитиваних једињења  

Узимајући у обзир све добијене резултате израчунали смо индекс селективности за 

сваку од коришћених супстанци. Индекс селективности је однос IC50  вредности добијене 

на култури ћелија здравих фибробласта (MRC-5) подељена са IC50  вредности добијене на 

одређеној карциномској линији, након 24, 48 односно 72 сата инкубације. Подаци су 

изражени као средња вредност ±  стандардна девијација. Анализом података након 24 сата 

инкубације (MDA-MB-231) линије налазимо да је индекс селективности комплекса К1 

13.0, К2 (2.6), цисплатине (2.7) а оксалплатина има највиши и износи 22.9 (Табела 15). 

Табела 15. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације од 24 часа са хуманом 

културом карцинома дојке (MDA-MB-231) Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(MDA-MB-231) за 

24 сата 

К1  13.0±1.1 

К2 2.6±0.2 

цисплатина (CDDP) 2.7±0.2 

оксалплатина(L-OHP) 22.9 ±0.3 
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Анализом података након 48 сати инкубације (MDA-MB-231) линије налазимо да је 

индекс селективности комплекса К1 14.7, К2 (2.9), цисплатине (1.5) а оксалплатина 5.1 

(Табела 16). 

Табела 16. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације од 48 часова са хуманом 

културом карцинома дојке (MDA-MB-231) Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(MDA-MB-231) за 

48 сати 

К1  14.7±1.1 

К2 2.9±0.2 

цисплатина (CDDP) 1.5±0.2 

оксалплатина(L-OHP) 5.1 ±0.3 

 

 

Након 72 сата инкубације запажамо да је када је индекс селективности у питању 

комплекс К1 према хуманој култури карцинома дојке (MDA-MB-231) највиши и износи 

17.4±1.1. Индекс селективности комплекса К2 је 4.4±0.2. Цисплатина има најнижи индекс 

селективности и износи 1.4±0.1. Оксалплатина је по селективности слична комплексу К 2 

(4.3±0.3) (Табела 17). 
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Табела 17. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације од 72 сата са хуманом 

културом карцинома дојке (MDA-MB-231) Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(MDA-MB-231) за 72 

сата 

К1  17.4±1.1 

К2 4.4±0.2 

цисплатина (CDDP) 1.4±0.1 

оксалплатина(L-OHP) 4.3±0.3 

 

 

Индекс селективности на културу малигних ћелија карцинома дојке миша (4Т1) је 

израчунат на исти начин. Након треттмана од 24 сата К1 комплекс показује индекс 

селетивности 8.0. К2 комплек испољава немерљив индекс селетивности у овој фази, 

цисплатина 2.4 а оксалплатина 1.5 (Табела 18) 
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Табела 18. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације у трајању од 24 сата са 

мишјом културом карцинома дојке (4Т1). Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(4Т1) за 

24 сата 

К1  8.0±0.9 

К2 NA 

цисплатина (CDDP) 2.4±0.9 

оксалплатина(L-OHP) 1.5±0.6 

 

Након третмана од 48 сати добили смо следеће резултате индекса селктивности. 

Комплекс К1 и даље има највећи овај индекс и износи 12.3. Ка показује индекс од 2.6, 

цисплатина 1.8 док је индекс селективности оксалплатине на најнижем нивоу и износи 0.8 

(Табела 19). 

 

Табела 19. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације са мишјом културом 

карцинома дојке (4Т1) у трајању од 48 сати. Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(4Т1) за 48 

сати 

К1  12.3±0.9 
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К2 2.6±0.2 

цисплатина (CDDP) 1.8±0.9 

оксалплатина(L-

OHP) 

0.8±0.3 

 

Анализом података након 72 сата увидели смо да К1 комплекс има највиши индекс 

селективности и износи 15.5±0.9, К2 комплекс је са најнижим индексом (2.7±0.2). 

Цисплатина је вишег нивоа селективности него на хуманим линијама и износи 14.6±0.9. 

Оксалплатина има индекс селективности 5.5±0.6 (Табела 20). 

Табела 20. Индекс селективности: IC50  вредности након инкубације културе ћелија 

здравих фибробласта (MRC-5)/ IC50  вредности након инкубације са мишјом културом 

карцинома дојке (4Т1) у трајању од 72 сата. Подаци су изражени као средња вредност ±  

стандардна девијација. 

Једињење IC50  (MRC-5)/IC50(4Т1) за 72 

сата 

К1  15.5±0.9 

К2 2.7±0.2 

цисплатина (CDDP) 14.6±0.9 

оксалплатина(L-

OHP) 

5.5±0.6 
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4.5. Новосинтетисани комплекси платине К1 и К2 делују 

цитотоксично тако што код малигнох ћелија карцинома дојке 

хуманог и анималног порекла изаивају апоптозу 

 

Уопштено узеши у озир све механизме ћелијске смрти, обзиром на њихове последице 

најжењенији догађј у антитуморском деловању је да неки агенс делије тако што индукује 

апоптозу. Обе испитаване ћелијске културе су анализиране. Третиране су IC50  

вредностима комплекса платине К1 и К2 а контрола су биле нетретиране ћелијске културе. 

По инкубацији од 24 часа са испитиваним супстанцама бојене Annekin V / PI aнализом је 

добијен проценат ћелија који је у апоптози. Анализом након инкубације К1 и К2 

комплекса са хуманом културом карцинома дојке (MDA-MB-231) и нетретираних ћелија 

добијамо резултат да је код 3.5±0.21% нетретираних ћелија било некротично, 0.10± % се 

налазило у раној и касној апоптози, док се 85.45±..% што је и очекивано било виабилно 

(Графикон 10). 

 

Графикон 10. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 

некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у нетретираним (MDA- MB-231) ћелијама 
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 Када анализирамо К1 комплекс уочавамо да он изазива апоптозу и то касну  у 20.50± 

% односно рану  у 27.00± %. К1 комплекс је изазвао некрозу код 4.50± % ћелија 

(Графикон 11.) 

 

 Графикон 11. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 

некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у (MDA- MB-231) ћелијама које су 

третиране комплексом К1 

 

Са друге стране К2 комплекс након инкубације доводи до касне  апоптозе у 18±% 

случајева а  25.00±% ћелија се налазило у раној апоптози. Комплекс К2 изазива некрозу у 

5.60±%  (Графикон 12). 
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Графикон 12. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 

некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у (MDA- MB-231) ћелијама које су 

третиране комплексом К2 

 

Сви горе наведени резултати су сумарно и прегледно приказани на Графикону 13. 

 

 

Графикон 13. Просечан проценат некротичних, касних апоптотских и рано 

апоптотских ћелија хумане културе (MDA-MB-231) након третмана са IC50 вредностима 

К1 и К2 комплекса у поређењу са нетретираним ћелијама. Подаци су изражени као средња 

вредност ± стандардна девијација. 

 

 

Анализом након инкубације К1 и К2 комплекса са мишјом културом карцинома дојке 

(4Т1) и нетретираних ћелија добијамо резултат да је код 1±0.30% нетретираних ћелија 
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било некротично, 1±0.20 % се налазило у касној апоптози, док се 6±0.70 % налазило у 

фази ране апоптозе (Графикон 14).  

 

Графикон 14. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 

некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у нетретираним (4Т1) ћелијама 

Када анализирамо К1 комплекс уочавамо да он изазива апоптозу и то касну  у 

7.80±0.50 % односно рану  у 3.50±1.50 %. К1 комплекс је изазвао некрозу код 1.60±0.40 % 

(Графикон 15). 

 

Графикон 15. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 
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некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у (4Т1) ћелијама третираним комплексом 

К1 

Са друге стране К2 комплекс након инкубације доводи до касне  апоптозе у 

33.50±1.20% случајева а  8.60±0.90% ћелија се налазило у раној апоптози. Некрозу изазива 

код 1.20±0.40% ћелија (Графикон 16). 

 

Графикон 16. Проточна цитометријска анализа бојења по Annekin V-FITC / PI. 

Тачкасти дијаграм представља проценат вијабилних ћелија (доњи леви квадрант), ћелија у 

фази ране апоптозе (доњи десни квадрант), касне апоптое (горњи десни квадрант) и 

некротичне ћелије (горњи леви квадрант) ћелије у (4Т1) ћелијама третираним комплексом 

К2 

Сви горе наведени резултати су сумарно и прегледно приказани на Графикону 17. 
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Графикон 17. Просечан проценат некротичних, касних апоптотских и рано 

апоптотских ћелија мишје културе (4Т1) након третмана са IC50 вредностима К1 и К2 

комплекса у поређењу са нетретираним ћелијама. Подаци су изражени као средња 

вредност ± стандардна девијација. 

 

4.6. Комплекси платине К1 и К2 покрећу митохондријални сигнални 

пут апоптозе 

Као што је у уводним разматрањима наведено програмирана ћелијска смрт ће се може 

индуковати спољашњим каспазом-8 индукованим путем где кључну улогу имају тзв. 

рецептори смрти  или унутрашњим каспаза-3 индукованим путем. (80 пера) Овај 

унурташњи пут активације настаје као последица дисбаланса проапоптотичног Bax и 

антиапоптотичног Bcl-2  протеина. Када дође до овог дисбаланса Bax протеин бива 

транслокован из цитоплазме на спољашњу мембрану митохондрије где се ослободи 

цитохром с који се налази између две митохондријалне мембране. Његов прелазак у 

цитоплазму резултира активацијом каспазе 9 и 3 и следственој активацији апоптозе (149, 

150 пера). У нашем истраживању смо две ћелијске културе хуману, (MDA-MB-231) и 
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мишју (4Т1) третирали новосинтетисаним динуклеарним комплексима К1 и К2 и то 

њиховим IC50 вредностима. Анализиралисмо њихов утицај на активацију и експресију 

кључних протеина апоптозе: Bax, Bcl-2, и каспазу-3. Након третмана од 24 часа ћелијске 

линије третираних К1 , К2 комплексима али и нетретиране ћелије су бојене специфичним 

примарним и секундарним антителима на ове протеине. Узимајући у обзир однос 

просечног интензитета флуресценције за протеине апоптозе у односу на контролу и 

анализом процента ћелија које емитују одређену флуресценцију добили смо ниво 

експресије и активације кључних протеина апоптозе. Анализом наших резултата на 

ћелијској линији (MDA-MB-231) закључили смо да комплекси К1 и К2 индукују апоптозу 

повећањем експресије проапоптотичног протеина Bax у поређењу са нетретираним 

ћелијама. MFI резултати за овај протеин су следећи: К1 (262.5), К2 (187.1), цисплатина 

(234.8), контрола (178.4). Анализом ових резултата видимо да Комплекс К1 доминантније 

у односу на К2 и цисплатину повећана вибо експресије пропатоптотског Bax протеина 

(Графикон 18). 

 

Графикон 18. Утицај комплекса платине К1, К2 и цисплатине на ниво 

пропатоптотског Bax протеина на (MDA- MB-231) линији изражен у јединици просечног 

интензитета флуресценције (eнг. MFI - mean fluorescence intensity). Контрола је 

нетретирана култура ћелија 
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Осим тога анлизом резултата након третмана дошло је до статистички значајног 

смањења експресије антиапоптоичког Bcl-2 у односу на нетретирану ћелискукултуру. 

Мерењем резултата проточне цитометрије добили смо да комплекс К1 има вредност 106.3, 

комплекс К2 144.3 а цисплатина 163.4 што у поређењу са контролом 168 даје закључак да 

оба комплекса смањују интензитет флуросценције односно експресије и активације 

антиапоптотског  Bcl-2 протеина (Графикон 19).  

 

Графикон 19. Утицај комплекса платине К1, К2 и цисплатине на ниво 

антиатоптотског Bcl-2 протеина у (MDA- MB-231) линији изражен у јединици просечног 

интензитета флуресценције (eнг. MFI - mean fluorescence intensity). Контрола је 

нетретирана култура ћелија. 

 

Када смо добили резултате да третиране ћелије у односу на нетретиране показују 

пораст (MFI) пропатоптотичког  Bax  протеина а смањење (MFI) антиапоптотичког Bcl-2, 

закључили смо да комплекси платине К1 и К2 значајно смањују однос однос Bcl-2/Bax у 

односу на групу нетретираних ћелија. Овај однос је израчунат и добијени су следећи 

подаци К1 (0.404952), К2 (0.771245), цисплатина (0.695911), контрола (0.941704). 

Анализом ових резултата видимо да ова вредност као што је и очекивано код контроле 
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тежи броју 1. Аналогно томе К1 комплекс је најефикаснији од понуђених резултата, а 

ефекат цисплатине и К2 је приближан (Графикон 20). 

 

Графикон 20. Однос вредности MFI за антиапоптотски Bcl-2/ проапоптотски Bax код 

третираних (MDA- MB-231) линија комплексима К1, К2 и цисплатином. Контрола је 

нетретирана група ћелија. 

 

По добијању резултата да комплекси К1 и К2 смањују однос Bcl-2/Bax, наставили смо 

са испитивањем у смислу да ли код ових третираних ћелија има више оних које емитију 

флоресценцију за активну каспазу 3 као ефектора унутрашњег пута апоптозе. Анализом 

ових резултата у односу на резултате нетретираних ћелија дошли смо до закључка да 

статистички занчајно након третмана ћелије емитују флоресценију за каспазу 3 у односу 

на нетретиране. Сви ови наведени резултати говоре у прилог да динуклеарни комплекси 

платине К1 и К2 индукују унтрашњи, митохондријални, пут апоптозе. Конкретно 

вредности износе: К1 (18.4), К2 (17.2), цисплатина (11.4), контрола (2.2), (Графикон 21). 
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Графикон 21. Анализа вредности MFI за флоресценцу активне капазе 3 након 

третмана (MDA- MB-231) линије комплексима К1, К2 и цисплатином. Конттола је 

нетретирана култура ћелија. 

 

 

Сумирани резултати анализе протеина апоптозе су прегледно дати у табели 21. 

MDA-MB-

231 Bcl-2 Bax 

Bcl2/Bax 

однос 

активна 

каспаза-3 

 

MFI MFI 

 

% 

контрола 168 178.4 0.9 2.2 

К1 106.3 262.5 0.4 18.4 

К2 144.3 187.1 0.8 17.2 

цисплатина 163.4 234.8 0.7 11.4 

Табела 21. Вредности интензитета флоресценце за протеине апоптозе код третиране 

линије MDA-MB-231 комплексима К1, К2 и цисплатином. Конттола је нетретирана 

култура ћелија. 
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4.7. Новосинтетисани комплекси платине К1 и К2 делују на ћелијски 

циклус 

Новонастали комплекси платине К1 и К2 могу да утичу на канцерске ћелије 

изазивањем апоптозе код истих, или заустављањем ћелија у појединим фазама ћелијског 

циклуса. Треба поменути да би се заустављанје ћелија у G2/M фази ћелијског циклуса 

могао да буде један од путева индукције апоптозе. Са друге стране ако се заустави циклус 

у G0/G1 фази зауставља се фаза пролиферације ћелије али је омогућена поправка оштећења 

од стране ћелија способнох за то. У нашем досадашњем истраживању показали смо да ова 

два комплекса делују цитотоксично тако што активирају апоптозу код канцерских ћелија. 

Тема нашег даљег истраживања је било да ли и у којој мери комплекси К1 и К2 утичу на 

поједине фазе ћелијског циклуса и у којој тачно фази заустављају циклус. Обе раније 

испитиване културе ћелија смо третирали са IC50 вредностима К1 и К2 комплекса а 

контрола је била нетретирана ћелијска линија. Резултати су обрађени служећи се  

проточном цитометријом, бојења пропидијум јодидом,  након чега су се добијали 

резултати да ли се под дејством агенаса број ћелија нагомилава у G0/G1, S или G2/M фази 

ћелијског циклуса.  

Анализом ћелијског циклуса ћелијске културе (MDA- MB-231) након 24 сата 

инкубације комплексима К1 и К2 долазимо до података да се 47.20% нетретираних ћелија 

налази у G0/G1 фази, у S фази се налази 25.60% а G2/M 27.20%. Ћелијсака линија третирана 

комплексом К1 је према резултатима у G0/G1 фази имала 49.10% ћелија, у S фази се налази 

14.50% а G2/M 36.40% што представља пораст броја ћелија у G2/M фази у односу на 

нетретирану групу. Након икубације од 24 сата комплексом К2 дошли смо до резултата да 

се у G0/G1 фази налази 61.70% ћелија и то је значајан пораст броја ћелија у односу на 

нетретирану групу. У S фази се налазило 12.40% а у G2/М фази 25.90% (Графикон 22). 
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Графикон 22. Утицај комплекса платине К1 и К2 на дистрибуцију броја ћелија у 

појединим фазама ћелијског циклуса третираних и нетретираних ћелија хумане културе 

(MDA-MB-231) ћелија. 

Анализом ћелијског циклуса ћелијске културе (4T1) након 24 сата инкубације 

комплексима К1 и К2 долазимо до података да се 66.6% нетретираних ћелија налази у 

G0/G1 фази, у S фази се налази 9.3% а G2/M 24.10%. Ћелијсака линија третирана 

комплексом К1 је према резултатима у G0/G1 фази имала 58.70% ћелија, у S фази се налази 

9.50% а G2/M 31.80% што представља пораст броја ћелија у G2/M фази у односу на 

нетретирану групу. Након икубације од 24 сата комплексом К2 дошли смо до резултата да 

се у G0/G1 фази налази 72.10% ћелија и то је значајан пораст броја ћелија у односу на 

нетретирану групу. У S фази се налазило 8% а у G2/М фази 19.90% (Графикон 23). 
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Графикон 23. Утицај комплекса платине К1 и К2 на дистрибуцију броја ћелија у 

појединим фазама ћелијског циклуса третираних и нетретираних ћелија мишје културе 

(4Т1) ћелија. 

Сумарно гледано динуклеарни комлекс платине који смо синтетисали К1 делује тако 

што зауставља ћелијски циклус у G2/M фази ћелијског циклуса. Други синтетисани 

комплекс К2 делује тако што зауставља ћелијски циклус у G0/G1 фази ћелијског циклуса. 

Наши резултати су показали да новосинтетисани комплекси платине (II) К1 и К2 

делују цитотоксично на туморске ћелије хуманог и анималног порекла боље него 

цисплатина и оксалплатина. Са друге стране немају ниску IC50 вредност на здраве 

фибробласте што их чини мање токсичним па би ова чињеница могла да значи да ови 

комплекси у перспективи могу бити мање токсични од цисплатине и оксалплатине. Такође 

ови комплеки смњују вијабилност обе ћелијске линије тако шо изазивају унутрашњи, 

митохондтијални пут апотозе зависне од каспазе 3 и тако изазивају смрт ћелиј а са друге 

стране смањују раст ћелија, пролиферацију и бујање туморског ткива тако што успоравају 

или заустављају ћелијски циклус у некој од његових фаза. 
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5. Дискусија 

Опште позната чињеница је да тумори нарочито малигни представљају све већи 

здравствено социјални проблем поготово у земљама са високим животним стандардом. Са 

друге стране у тзв. земљама у развоју налази на другом месту иза хроничних незаразних у 

првом реду кардиоваскуларних (156). Посебно је забрињавајућа чињеница да у Србији све 

више расте инциденца јављања малигних болести са померањем старосне границе (157). 

Један од највероватнијих молекуларних механизама у трансформацији нормалне у 

малигну ћелију је поремећај настао као резултат бројних мутација на ДНК са губитком 

регулаторних механизама програмиране ћелијске смрти и ћелијског циклуса. (158). 

Посебну улогу у регилацији процеса апоптозе имају молекули чија је експресија, 

активност и локализација од посебне важности. То су у првом реду проапоптотски Bax и 

антиапоптотски Bcl-2 протеин. Једна од кључних карактеристика малигних тумора је 

убрзана деоба услед блокаде апоптозе као резултат смањене активности Bax и повећане 

активности Bcl-2 протеина. Овде се баш налази кључна тачка, циљ антитуморске тарапије 

изазивањем апоптозе. Ако делујемо на проапоптотски протеин његовом активацијом 

смањује се количина антиапоптопикног Bcl-2 протеина а читав овај процес има за 

резултат активиранје унутрашњег, митохондријалног пута апоптоте који је посредован 

цитохромом с и каспазом 3. Ланчаном реакцијом каспаза активира се и каспза 3 која 

индукује апоптозу код ћелије (159). Друга кључна тачка деловања је ћелијски циклус, тј. 

Његово заустављање налик оном код нормалне ћелије након деобе. Подесћања ради ова 

пауза је код малигне ћелије јако кратка или је нема (160). 

Онколошка терапија се сусреће са бројним потешкоћама нарочито у смислу изражене 

токсичности и појаве резистенције и честих појава релапса болести (161). Са уптребом 

металокомплекса у онкологији почело се још у 19. веку и прошла кроз бројне фазе 

напредовања. Од раних, почетних радова о предклиничким и клиничким испитивањима 

цисплатине синтетисано је и испитивано неколико хиљада различитих аналога у циљу 

постизања својстава која би омогућила бољу терапијску примену. Од наведеног броја само 

13 аналога је уведено у клиничку фазу истраживања, а само за један од њих (карбаплатин 
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или карбоплатина) показана је извесна предност у односу на цисплатину и ушао је у 

примену широм света (162, 163). Поред карбоплатине, која је у клиничку употребу 

уведена 1989. године, једини аналог цисплтине који се користи у клиничкој пракси је још 

оксалиплатина, која је у клиничку праксу уведена 2002. године (164, 165). 

 На молекулском нивоу, цисплатина је савршени пример који илуструје како мале 

промене у структури знатно мењају биолошку активност у циљним ћелијама (166). 

Први корак у анализи нових ефикасности агенаса метала је испитивање њиховог 

утицаја in vitro на туморске ћелијске линије применом теста цитотоксичности (МТТ 

теста).   

У нашем истраживању смо анализирали утицај динуклеарних комплекса платине (II) 

[{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)}(ClO4)2 (где је 1,7-phen мостни лиганд 1,7-фенантролин), (у тексту 

обележен као: комплекс К1) и ) [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)}(ClO4)2(где је 4,7-phen мостни 

лиганд4,7-фенантролин) (у тексту обележен: комплекс К2) на следећим туморским 

ћелијама: MDA-MB-231 – хумана ћелијска линија карцинома дојке и 4Т1 – анимална 

ћелијска линија карцинома дојке. Осим тумоских и здраве ћелије су третиране као 

контрола (MRC-5– фибробласти). За истраживање смо користили МТТ тест а кључни 

резултат за анализу је добијена вредност IC50  која представља ону концентрацију 

супстанце која смњује број вијабилних ћелија на половину. Анализом IC50 вредности 

којима је третирана хумана MDA-MB-231 линија добили смо следеће резултате: К1 

комплекс након 24 часа инкубације далеко боље делује на ове ћелије од К2, цисплатине и 

окслаплатине има вредност IC50 8.8±1.0 µM. Са поратсом дужине третмана на 48 сати 

односно 72 сата мерена IC50 вредност благо опада 7.3±0.7, па 6.2±1.1 µM. Вредности IC50 

комплекса К2 након 24, 48 односно 72 сата износе 193.3±14.5, 174.8±9.3 и 91.1±4.8 µM. 

Даље, вредности IC50 цисплатине након 24, 48 односно 72 сата износе 138.4±14.7, 67.2±3.1 

и 28.9±1.8 µM. Исту ову ћелијску линију смо третирали и оксалплатином и добили 

следеће IC50 вредности за 24, 48 односно 72 сата третмана: 11.7±1, 7.5±0.9, 2.7±1.0 µM. 

Као што ј наведено код свих супстанци којима смо третирали MDA-MB-231 ћелијску 

линију постоји временска зависност и како дужина третмана расте опада IC50 вредност. 

Своје резултате смо упоредили са онима из доступне литертуре. Emma Bauer и 

сарадници су синтетисали шест нових циклометалованих комплекса платине IV јодида и 

своје резултате објавили у раду (167). Они су такође упоређивали ефикасност ових 
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комплекса на MDA-MB-231 у односу на цисплатину коју смо и ми користили. Анализом 

добијених IC50 вредности за деловање цисплатине на ову ћелијску линију њихов резултат 

након 72 сата инкубације је 12.31 ± 0.40 а наш 28.9±1.8 µM што овај рад чини 

компарабилним са нашим резултатима. Резултати IC50 вредности свих 6 комплекса које су 

користили на MDA-MB-231 линји су се кретали од 2.06 ± 0.51 µM као најмања вредност 

до 14.10 ± 4.07 µM које је највећа вредност. Од већине комплекса из њихове палете је наш 

комплекс К1 имаи нижу вредност IC50  6.2±1.1 µM. Комплекс К2 у поређењу са 

комплексима Emmе Bauer и сарадника има лошију ефикасност. Robert Czarnomysy и 

сарадници су испитивали ефекат три нова платинаста комплекса: Pt2 (2,4-dimetilpiridin) 4 

(berenil) 2 (Pt14), Pt2 (3,4-dimetilpiridin) 4 (berenil) 2 (Pt15) и Pt2 (3,5-dimetilpiridin) ) 4 

(berenil) 2 (Pt16) на MDA-MB-231 ћелијску линију (168). И они су као контролу користили 

циплатину. Анализом њихових резултата су показали да је након 24 сата инкубације IC50 

од Pt14-Pt16 био 42 ± 3 µM, 19 ± 3 µM и 67 ±2 µM ћелија MDA MB-231 и то су далеко веће 

вредности у односу на наше резултате К1 8.8±1.0 µM. Са друге стране наши резултати К2 

комплекса од 193.3±14.5 µM показују да су резултати нашег К1 комплекса бољи али К2 

комплекс има лошије резултате у односу на ова три Pt14-Pt16. После 24 сата инкубације 

платине IC50 вредности на MDA-MB-231 износи 82 ±2µМ. Rong Huang и сарадници су 

користили нови коњугат који се састоји од Херцептина (anti-HER2) антитела и лека 

платине у циљу повећања ефиканости (169). Кад се подаци пореде са нашима на  MDA 

MB-231 ћелијској линији видимо да њихов коњугат има IC50 вредност од 38.3±0.9 µM што 

је лошија вредност у односу на наш К1 комплекс (8.8±1.0 µM) али боља у односу на К2 

комплекс (91.1±4.8 µM). Они су као контролу користили оксалплатину (IC50 вредност од 

23.1±0.1 µM) што овај рад такође чини компарибилним са нашим.  

Прегледом доступле литературе долазимо до рада у коме су Jacqueline Gamboa Varela 

и сарадници синтетизовали два цис-дихлоридплатинум (II) једињења (13 и 14) која су 

састављена од мета- и пара-Н, Н-дифенил пиридинаминских лиганда (170). Они су ефекат 

ова два једињења на исти начин пратили на ћелијској линији MDA MB-231 а ко контрола 

и је била цисплатина као код нас. Њихово истраживање се заснивало на 24-часовном 

третману новим комплексима. IC50 вредности измерене на њиховим једињењима 13 и 14 

износе  7.5±1.3 µM  односно 1±0.3µM. Ови резултати у поређењу са нашим су приближни 
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када је комплекс К1 у питању (8.8±1.0 µM) а далеко бољи од комплекса К2. ЗАпажамо и 

да њихов комплекс 14 има бољу ефикасност од нашег комплекса К1. 

 

Поред горе наведене третирали смо и мишју културу ћелија карцинома дојке (4Т1). 

Анализом IC50 вредности којима је третирана 4Т1 линија добили смо следеће резултате: 

К1 комплекс након 24 часа инкубације значајно боље делује на ове ћелије од К2, 

цисплатине и окслаплатине има вредност IC50 8.7±0.6 µM. Са поратсом дужине третмана 

на 48 сати односно 72 сата мерена IC50 вредност благо опада 8.7±0.6, па 6.9±1.2 µM. 

Вредности IC50 комплекса К2 након 24, 48 односно 72 сата износе >500, 190.4±10 и 

151.3±9.6 µM. Ови резултати показују да је К1 комплекс знатно ефикаснији од К2 

комплекса у свим интервалима деловања.  Даље, вредности IC50 цисплатине након 24, 48 

односно 72 сата износе 154.8±12.4, 58.1±4.0 и 2.7±0.4 µM. Анализом резултата након 

третмана оксалплатином и добили следеће IC50 вредности за 24, 48 односно 72 сата 

третмана: 179.3±10.2, 47.6±3.2, 2.1±0.9 µM. Као што ј наведено код свих супстанци којима 

смо третирали 4Т1 ћелијску линију постоји временска зависност у различитој мери и како 

дужина третмана расте опада IC50 вредност. Посебно је значајна чињеница да К1 комплекс 

већ након 24 сата деловања остварује далеко боље резултате од осталих коришћених 

једињења. 

И ове резултате смо упоредили са онима из доступне литертуре. Iwona Łakomska и 

сарадници си синтетисали серију комплекса динуклеарне платине са малонатом и своје 

резултате објавили у раду (171). Они су налик нашем истраживању синтетисали, а потом 

пратили цитотоксични ефекат тих комплекса на 4Т 1 ћелиској линији. Као контролу и они 

су користили цисплатину. Увидом у њихове резултате уочавамо да IC50 вредности нако 72 

сата инкубације комплексима 1,2 и 3 износе: немерљиво, 45.06 ± 3.41 и 5.27 ± 1.21 µM. 

Ове податке шпоредимо са нашим К1 и К2 комплексима 6.9±1.2 и 151.3±9.6 µM. Ови 

резултати показују да у поређењу са нашим комплекси 1, 2 и 3 из поменутог рада имају 

бољу ефиканост од нашег К1 а комплекси 1 и 2 имају лошију ефикасност од нашег К1. 

Комплекс 3 има приближну ефикасност нашем К1 комплексу. Наши резултати IC50 

вредности  платине на 4Т1 линију износе 2.7±0.4 µM и у потпуности су компарибилни са 

резултатима из овог рада. Kamil Hoffmann и сарадници су у свом раду синтетисали шест 

нових платинастих (II) комплекса који садрже пурин-миметичке лиганде и њихову 
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цитотоксичност испитивали на 4Т1 линији у трајаљу од 72 сата (172). Анализом њихових 

рeзултaтa дoлaзимo дo зaкључкa нaш кoмплeкс К2 имa дaлeкo лoшиjу eфикaснoст oд 

вeћинe из њихoвe пaлeтe. Сa другe стрaнe нaш К1 кoмплeкс и њeгoвa IC50 врeднoст 6.9±1.2 

µM je oд 4 кoмлeксa дaлeкo бoљa a aњприближниja двa су сa IC50 врeднoстимa 5.3± 1.2 и 

3.5±0.7 µM. IC50 вредност цисплатине која је коришћена у овом раду је такође 

компарабилна са нашим резултатима и износи 9.7± 2.5 µM. Bata Konovalov и сарадници су 

ус вом објављеном раду синтетисали 7 комплекса (обележених бројевима 1-7 који се 

разликују у лиганду L) платине којима су третирали 4Т1 ћелиску линију (173). 

Упоредивши вредности IC50 њихових комплекса са нашим дошли смо до следећих 

закључака. Оба комплекса К1 и К2 показују бољу ефикасност него серија од 7 горе 

наведених синтетисаних комплекса. Једино њихов синтетисани комплекс 1 има вредност 

нижу од нашег К2 (151.3±9.6 µM) и износи 64.5 ± 9 µM што и даље претставља далеко 

вишу вредност од  К1 (6.9±1.2). У овом раду је коришћена цисплатина као контрола. 

Остале вредноси IC50 су се кретале од 185-523  µM. 

Poulomi Sengupta, и сарадници су у свом раду синтетисали комплекс платине (II) који 

је везан са холестеролом и своја истраживања су вршили на 4Т1 ћелијској линији као и ми 

(174). Они су објавили рад у коме је IC50 вредност њиховог комплекса према 4Т1 ћелијској 

линији  0.44 ± 0.016 μM што је боља ефикансост у односу на наше К1 и К2 комплексе али 

и у односу на цисплатину која је у овом раду коришћена као контрола.  

Један од критеријума који би требало да испуни супсатнца која претендује да постане 

хемиотерапеутик је потпуно одсуство или низак ниво цитотоксичности на здраве, малигно 

неизмењене ћелије. Стога је предмет нашег даљег истраживанја ефикасности 

динуклераниох комплекса платине К1 и К2 био испитивање утицаја на здраве 

фибробласте MRC-5 линије. Анализом смањења броја вијабилних ћеија након третмана 

комплексима добили смо следеће резултате: К1 комплекс након 24 часа инкубације има 

вредност IC50 107.1±6.3 µM. Након 48 сати односно 72 сата мерена IC50 вредност благо 

опада 114.8±6.3, па 121±4.7 µM. Вредности IC50 комплекса К2 након 24, 48 односно 72 

сата износе >500, >500 и 401.0±17.6 µM. Дакле К2 комплекс слабо делује на здраве 

фибробласте Даље, вредности IC50 цисплатине након 24, 48 односно 72 сата износе 

372.6±28.3, 101.7±6.9 и 39.4±2.5 µM. Исту ову ћелијску линију смо третирали и 

оксалплатином и добили следеће IC50 вредности за 24, 48 односно 72 сата третмана: 
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268.3±17.9, 38.6±2.19, 11.6±1.3 µM. КАо што ј наведено код свих супстанци којима смо 

третирали MRC-5 ћелијску линију постоји временска зависност и како дужина третмана 

расте опада IC50 вредност. Све ове резултате смо приказали и кроз индекс селективности 

где смо показали да на обе ћелијске линије тумора у пуном времену деловања К1 

комплекс предњачи у висини индекса селективности (најселективнији је). Овај индекс 

селективности за  MDA-MB-231 линију износи К1 (17.4), К2 (4.4), цисплатина (1.4), 

оксалплатина (4.3). На 4Т1 линији износи К1 (15.5), К2 (2.7), цисплатина (14.6), 

оксалплатина (5.5). 

Своје резултате смо упоредили са онима из доступне литертуре. Pavel Štarha и 

сарадници у свом истраживању су синтетисали укупно 7 комплекса платине(II) (175). Они 

су своје комплексе испитивали у смислу цитотоксичности на канцерским али и здравим 

MRC-5. Анализом њихових вредности IC50 и поређењем са нашим резултатима за 24 часа 

инкубације закључујемо да наш комплекс К1 има далеко већу IC50 вредност у односу на 

све комплексе испитиване у овој студији. Вредности IC50 и за комплекс К2 су веће него 

испитиване. У овој студији се као контрола користила цисплатина која је по њиховим 

резултатима имала IC50 вредност од >50.0. Taкoђe у рaду Gordana M. Rakić и сарадници 

који су синзтетисали укупно 5 транс-платина (IV) комплекса  које су испитивали 

накарциномслим и здравим ћелијама MRC-5. Када смо упоредили резултате видели смо да 

је њихов комплекс 1 и 2 токсичнији тј има мању IC50 вредност у односу на нашу (176). 

Међутим комплекси 3,4 и 5 имају вишу IC50 вредност што их чини мање токсичним 

нарочито у односу на К1 комплекс и његове горе наведене IC50 вредности. И овај 

експеримент је компарибилан са нашим и као контролу је користио цисплатину. 

Након што смо даказали да новосинтетисани комплекси К1 и К2 уз респектабилан 

ниво селективности убијају малигне ћелије више него здраве поставили смо питање који је 

то механизам њиховог деловања. Од раније је познато да за хомеостазу организма је 

потребан добар баланс, пролиферације, диференцијације и ћелијске смрти. Последње 

врееме у фокусу науке је баш ћелијска смрт и могућности њене модификације. Опште 

позната је чињеница да су поремећаји регулације апоптозе, молекуларни основ 

канцерогенезе са једне али и резистенције малигних ћелија на цитостатике са друге 

стране. Стога је апоптоза таргет за деловање већине хемиотерапеутика.100 Теоретски 
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гледано идеалан лек би био онај који би могао да индукује апоптозу само код малигне 

ћелије.  

Анализом наших резултата комплекси К1 и К2 смањују вијабилност малигних ћелија 

тако што индукују апотозу. У нашим резултатима на  MDA-MB-231 линији К1 комплекс 

изазива  апоптозу и то касну  у 20.50± % односно рану  у 27.00± %. Са друге стране 

комплекс К2 доводи до касне  апоптозе у 18±% случајева а  25.00±% ћелија се налазило у 

раној апоптози. Дакле на (MDA-MB-231) линји оба комплекса фаворизују рану апоптозу. 

Комплекс К1 на мишјој 4Т1 линији такође изазива апоптозу и то касну  у 7.80±0.50 % 

односно рану  у 3.50±1.50 %. На истој овој култури комплекс К2 доводи до касне  

апоптозе у 33.50±1.20% случајева а  8.60±0.90% ћелија се налазило у раној апоптози.Као 

што видимо на овој ћелијкој лини комплекси делују различито. К1 фаворизује рану а К2 

касну апоптозу. Слично нашим резултатима и други аутори који су пратили 

цитотокичност различитих комплеса платине као што је Emma Bauer и сарадници, Rong 

Huang и сарадници и већина упоређених радова, долазе до истог закључка да је механизам 

дејстава апоптоза. Анализирајући раније цитиране радове који се односе на комплексе 

против 4Т1 ћелијске линије долазимо до истог закључка.  

Да бисмо прецизније дали одговор на питање којим механизмом комплекси платине(II) 

К1 и К2 индукују апоптозу (MDA-MB-231)  ћелија, даље смо имали за циљ да закључимо 

како ови комплекси делују на кључне ензиме програмиране ћелијске смрти (Bax, Bcl-2 

активне каспазе-3).  Наши су показали да комплекси платине након инкубације са овом 

ћелијском линијом имају следеће вредности MFI (mean fluorescence intensity) за Bax: К1 

(262.5), К2 (187.1), цисплатина (234.8), контрола (178.4) и резултати иду у прилог 

повећанју нивоа експресије проапоптотичког протеина Bax. Исти ови резултати на 

антиапоптотски Bcl-2 су следећи: К1 има вредност 106.3, комплекс К2 144.3 а цисплатина 

163.4 што у поређењу са контролом 168 даје закључак да оба комплекса смањују 

интензитет флуросценције односно експресије и активације антиапоптотског  Bcl-2 

протеина. Већ смо показали да комплекс К1 у односу на цисплатину има бољи ефекат него 

К2. Поремећај односа Bax протеина и Bcl-2 протеина апоптозе у смислу смањења Bcl-

2/Bax односа настао као последица дејства К1 комплекса поново израженије од 

цисплатине и К2. И ово је још један од доказа да ови комплекси делују тако што 

активирају унутрашњи, митохондријалног пута апоптозе (177). У прилог овој тврдњи иду 
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наши резултати који доказују да повећан ниво активиране каспазе 3 настаје као последица 

дејсва К1 и К1 израженије него цисплатина. У својим резлтатима Boulikas  и сарадници 

али и Gornowicz и сарадници показују да су наши резултати у складу са ранијим  

резултатима из литературе и да платина(II) као хемиотрапеутик делује преко унутрашњег 

пота апоптозе (178, 179).  

Смањење броја вијабилних ћелиа након тертмана малигних ћелија је настало као 

резултат активирања апоптозе или заустављања процеса пролиферације у некој од фаза 

ћелијског циклуса, или се ради о комбинацији ова два механизма. Зато смо у даљем нашем 

истраживању анализурали фазе ћелијског циклуса у којој се нагомилавају ћекије након 

инкубације са комплексом К1 и К2. Анализом ћелијског циклуса ћелијске културе (MDA- 

MB-231) линија третирана комплексом К1 је према резултатима у G0/G1 фази имала 

49.10% ћелија, у S фази се налази 14.50% а G2/M 36.40% што представља пораст броја 

ћелија у G2/M фази у односу на нетретирану групу. Дакле комплекс К1 зауставља ћелијску 

линију (MDA- MB-231) у G2/M фази ћелијског циклуса а комплкс К2 у G0/G1 фази где се 

налази 61.70% ћелија и то је значајан пораст броја ћелија у односу на нетретирану групу. 

У S фази се налазило 12.40% а у G2/М фази 25.90%. Анализом ћелијсог циклуса на 4Т1 

ћелијској линији добили смо истоветне резултате К1 комплекс задржава ћелијски циклус у 

G2/M фази  К 2 комплекс у  G0/G1 фази. Кад своје податке упоредимо са онима из доступне 

литературе видимо да рецимо Emma Bauer и сарадници и сарадници налазе да након 72 

сата инкубације са њиховим комплексом ћелијски циклус се задржава у S фази што су 

подаци који се разликују од наших. У другoj студиjи пaк, Czarnomysy и сарадници својим 

комплексима платине показују да њихови комплекси смањују проценат ћелија у G0/G1 

фази а повећавају број ћелија у G2/M и нешто мање у S фази што је компарабилно са 

нашим К1 комплексом (180). Заустављање ћелијског циклуса у G2/M су добили као 

резултат и Rimoldi  и сарадници у свом раду (181).  

Различити типови тумора на молекуларном нивиу различито реагују на комплексе 

платине активирањем процеса апоптозе на различите начине. Неопходна су даља 

израживања у овом пољу ради евентуалног разјашњења недоумица у смислу разумевања 

молекуларних механизама антитуморског ефекта деривата платине.  
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6. Закључци 

 

Резултати добијени нашим истраживањем наводе нас да извучемо следеће закључке: 

1. Комплекси платине (II) који су за потребе овог истраживања синтетисани показују 

већу цитотоксичност 4Т1 и MDA-MB-231 у односу на контолу. Ниво 

цитотоксичности је временски и дозно завистан. 

2.  Мањи је ниво цитотоксичности према фибробластима (MRC- 5), повећана је 

селективност.  

3. Комплекси платине (II) који су за потребе овог истраживања синтетисани на 

ћелијске линије (4Т1 и MDA-MB-231) делују тако што сањују способност 

преживљавања (вијабилност), индукцијом апоптозе. 

4. Комплекси платине (II) који су за потребе овог истраживања синтетисани 

заустављају ћелијски циклус у појединим фазама. Ова чињеница може 

представљати додатни узрок смањења вијабилности ћелија. 

5. Комплекси платине (II) који су за потребе овог истраживања синтетисани у 

ћелијама које су третиране индукују унутрашњи (митохондријални) пут апоптозе 

увећавајући ниво релативног односа Bcl-2/Bax али и активирањем ензима 

каспазе 3 (посредством цитохрома с). 
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Извод - ИД:  

Увод: Рутинска примена до сада откривених препарата платине у онкологији има своје 

недостатке и ограничења, а то је њихово токсично дејство, ограничена растворљивост и 

појава резистенције након дуже примене. Да би се превазишли недостаци деривата 

платине, а посебно токсичност,  синтетисан је велики број комплекса платине(II) као што 

су карбоплатина, оксалиплатина, недаплатина, лобаплатина и хептаплатина (4). Још већи 

помак је направљен синтезом комплекса који садрже два или више јона платине повезаних 

мостним лигандима, тзв. полинуклеарни комплекси платине али и они су имали извесна 

ограничења у примени.   

Материјал и методе: Ова студија је спроведена по типу експерименталне студије на 

материјалу хуманог и анималног порекла in vitro. Синтетисали смо одговарајуће 

платина(II) комплексе, [{Pt(en)Cl}2(µ-1,7-phen)}(ClO4)2 и [{Pt(en)Cl}2(µ-4,7-phen)}(ClO4)2, 

где је 1,7-phen мостни лиганд  1,7-фенантролин, односно 4,7-фенантролин. Исте 

комплексе смо метадама елементарне микроанализе и спектроскопије окарактерисали.  

Антитуморски ефекат синтетисаних комплекса in vitro смо доказали МТТ тестом, 

анализом ћелија обојених Аnnexin-ом V и пропидијум јодидом, анализом молекула 

укључених у процес апоптозе (Bax, Bcl-2, каспаза-3) и анализом ћелијског циклуса. 

Резултати: У нашем истраживању након шо смо окарактерисали два комплекса К1 и К2 

доказали смо да оба комплекса, нарочито К1 имају израженији цитотоксични ефекат на 

ћелијске линије карцинома дојке in vitro како хуманог тако и анималног порекла. Са друге 

стране наши резултати показују да ефекат ових комплеса на здраве фибробласте из линије 

MRC-5 је мање цититоксичан у односу на конвенционалне хемиотерапеутике из групе 

деривата платине. Ова чињеница би могла бити претпоставка да би новосинтетисани 

лекови на бази динуклеарних комплекса платине били мање токсични а самим тим и 

безбеднији за рутинску примену.   

Закључак: Динуклеарни комплекси платине(II) који су употребљени у овој тези су 

растворни у води и по структури слични оксалиплатини која се користи за лечење 

оболелих од карцинома дојке, a нарочито агресивних облика ове болести. Показали смо да 

новосинтетисани динуклеарни комплекси платине(II) показују израженији цитотоксични 

ефекат на ћелије карцинома дојке in vitro у поређењу са цисплатином и оксалиплатином. 

Овим експерименталним радом указали смо на нове динуклеарне комплексе платине(II) 
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који би се могли користити у наредним истраживањима у области координовања платине 

са лигандима од фармаколошког значаја.  

  

Кључне речи: 4Т1, MDA-MB-231, карцином дојке, динуклеарни комплекси платине(II), 

инфрацрвена и НМР спектроскопија, оксалиплатина, цисплатина 
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Abstract 

Introduction: The routine use of platinum preparations discovered so far in oncology has its 

drawbacks and limitations, which is their toxic effect, limited solubility and the appearance of 

resistance after prolonged administration. To overcome the disadvantages of platinum 

derivatives, and in particular toxicity, a number of platinum (II) complexes such as carboplatin, 

oxaliplatin, nedaplatin, lobaplatin, and heptaplatin have been synthesized. A further shift was 



 

126 

 

made by the synthesis of complexes containing two or more platinum ions linked by bridge 

ligands, the so-called polynuclear platinum complexes but they also had some limitations in their 

application. 

Material and Methods: This study was conducted by type of experimental study on material of 

human and animal origin in vitro. We synthesized the corresponding platinum (II) complexes, 

[{Pt (en) Cl} 2 (µ-1,7-phen)} (ClO4) 2 and [{Pt (en) Cl} 2 (µ-4,7-phen )} (ClO4) 2, where the 

1,7-phen bridge ligand is 1,7-phenanthroline and 4,7-phenanthroline, respectively. We 

characterized the same complexes by the methods of elemental microanalysis and spectroscopy. 

The in vitro antitumor effect of the synthesized complexes was demonstrated by MTT assay, 

analysis of Annexin V and propidium iodide stained cells, analysis of molecules involved in 

apoptosis (Bax, Bcl-2, caspase-3) and cell cycle analysis. 

Results: In our study, after characterizing the two K1 and K2 complexes, we demonstrated that 

both complexes, especially K1, have a more pronounced cytotoxic effect on breast cancer cell 

lines in vitro of both human and animal origin. On the other hand, our results show that the effect 

of these complexes on healthy MRC-5 fibroblasts is less cytotoxic than conventional platinum-

derived chemotherapeutics. This fact might suggest that newly synthesized drugs based on 

dinuclear platinum complexes would be less toxic and therefore safer for routine use. 

Conclusion: The dinuclear platinum (II) complexes used in this thesis are water-soluble and 

oxaliplatin-like in structure for the treatment of breast cancer patients, and in particular for 

aggressive forms of this disease. We have shown that the newly synthesized dinuclear platinum 

(II) complexes exhibit a more pronounced cytotoxic effect on breast cancer cells in vitro 

compared with cisplatin and oxaliplatin. Through this experimental work, we have identified 

novel dinuclear platinum (II) complexes that could be used in future studies in the field of 

platinum coordination with ligands of pharmacological importance. 
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