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CAXETAK

YBoa: Kommiekcu niaTuHe, NUCIUIATHHA U BEHU aHAJIO3U - KapOOIUTaTHHA U OKCAITUIIIIATHHA
CBpCcTaBajy ce y Hajuemhe kopuinheHe aHTUTyMOpcke Mertanodapmareytuke. Ilopen
KIIMHUYKOT yCIiexa KOju Moce1yjy, HaBeleH! JICKOBH UMajy u oapeleHa orpanndema, a T0 Cy
CHUCTEMCKa TOKCHYHOCT (HE(POTOKCHYHOCT, XEMAaTOTOKCHYHOCT, HEYPOTOKCUYHOCT,
MUJETOTOKCUYHOCT U TaCTPOMHTECTHHAIIHA TOKCHYHOCT) W YYECTaJOCT PE3UCTCHIHje Ha
BUXOBY IpuMeHy. OBa orpaHuvema Cy MOKpeHyJa HCTPaKUBamba 3a JIPYTHM KOMIUIEKCHMA
Npella3HUX MeTaja CIMYHE AHTUTYMOPCKE AKTHBHOCTH alli TPUXBATJbUBHUjEr mpoduia
TOKCHYHOCTH. KoOMIIIeKCH pyTeHHjymMa TIPUBYKIM Cy BEJIMKO HWHTEPECOBAHE Kao
MOTEHIIMjaJTH AaHTUTYMOPCKHU areHCH U TO Cy JeIMHU HETUTATUHCKHA KOMIUICKCH KOJH CY YIUTH
y (ha3y KIMHUYKOT TeCTHpama Ka0 XeMHUOTEPATICY TUITH.

Hub: s oBor uctpaxkuBama je OMo na ucnuta nutotrokcuuHe edexrte pyrenujym(ll)
tepriupuaud komiuiekca, [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] (Ru-1) u [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] (Ru-2)
mpeMa XyMaHuM HM MUOUM henMjckuM JuHMjamMa KapluMHOMa KOJOHAa M MHUIIJUM
ME3CHXMMAJIHUM MaTUIHUM henmujama momohy in vitro metoxa. [Topen Tora, musb je 6o na ce
UCIIUTAa AHTHUTYMOPCKa AaKTUBHOCT IN VIVO u cucremMcka TokcudHOCT pyTeHujym(1l)
TEPIUPUINHCKIX KOMILUIEKCA Y XETEPOTOIICKOM MOJIeNTy KaplIMHOMa KOJIOHA U J1a C€ YIOpPEeIH
ca OKCaJNWIUIaTUHOM, Koja je Hajuemhe kopumrhenu weranodapMmaleyTuk y Jedewmy
KapIMHOMA KOJIOHA.

Marepujaa u meroae: henujcke IMHUje Ha KOjIMa Cy UCIIMTHBAHU IUTOTOKCHYHU e(eKTn
komruiekca pyrenujyma(ll) momohy MTT Ttecra cy: henuje kapunHOMa KOJIOHA W30JI0BaHE U3
BALB/c wmumeBa - CT26, henujcka avHHMja XyMaHOT KOJOPEKTAIHOT aJeHOKapIIMHOMA
(Dukes B) - SW480, henujcka nuHHja XyMaHOT CHHTETHOT KOJIOPEKTAJIHOT KapIHHOMA -
HCT116 u me3enxumManHe maThuuHe henuje MuIia M30iioBaHe W3 KocTHe cpxku C57BI/6
mumesa. Mcre henmjcke nuHHuje cy kopuinheHe 3a ucnMTHBambe ytunaja pyTteHujym(Il)
TEPIUPUINHCKUX KOMILUIEKCa Ha AUCTpUOyIHjy henujckor nukiyca u Tl henmjcke cMpTH,
kopumthewem LDH Ttecta u mnporouHe uutoduyopumerpuje HakoH Oojewma hennja
oxrosapajyhum duyopoxpomuma. Y In VIVO eKCHEpUMEHTHMA Cy KOPHUIINCHH MHUIIEBU
BALB/c coja, mymkor mona, crapoctu 6-8 Hemesba, mace onx 20-25 rpama. Mogen
XETepOTOINCKOT KaplITHOMA KOJIOHA MHIYKOBAH je cyOKyTaHoM mHjeknujoM 1x10° cuarenmx
CT26 henuja cycnienpoBanux y 100 pl DMEM menujyma y nopsonymOaiHy perujy Muia.
CBaku KOMIUIEKC je nojeanHayHo pactBopeH y 200 pl ¢puznonomkor pacTBopa U IPUMEHEH Y
nosu on 2 w5 mgkg. WuTpaneputoHeanHa arIMKaluja HWCIUTUBAHMX KOMILIEKCA
crnpoBeieHa je mo memu: 6., 9., 12. u 15. nana ox mHokynauuje CT26 tymopckux henuja.
MuieBd Cy CBPCTaHW y TpyIle y 3aBUCHOCTH OJf TOTa YWME Cy TPETHpPAHH: KOHTpOJIA
(pusmonomku pactop), Ru-1, Ru-2 u okcanunnaruna. Maca MuIieBa je MepeHa cBaku Tpehu
JIaH, HEMOCPEIHO TIpe aIuIMKaIlije UCTIMTUBAHUX KOMILUIEKCa, KaKo OM J03Wpame OWIIO IITO
npeuusnyuje. Excnepument je Tpajao ykynHo 18 nana, a MuIieBu cy XpTBoBaHHU 13. maH on
IPBE aIIMKOBaHE J03€ M TOM IPHJIUKOM j€ CaKyIlJb€Ha KPB M H30JIOBAHH Cy YHYTpaIIbu
OpraHud Kao M NpuUMapHa TYMOpCKa Maca 3a Jajbe aHanusze. Paau mpolieHe cUCTeMCKe
TOKCUYHOCTH TIPUMEHEHUX KOMIUIEKCA CIIPOBEJICHE Cy OHOXEMHjCKE aHalIm3e ypee,
KpeatuHuHa, kao U eHsuma jerpe ACT u AJIT u3 KpBH, a H30JI0BaHH OpraHd CYy
MATOXHUCTOJIONIKM aHaM3upaHu. M3 TkWBa HM300BaHMX oOpraHa ojapehuBaHM Cy: Mapkep
OKCHJIAIIMOHOT CTpeca - MHJEKC JHUMHUIHE NepOKCHIAlMje, EH3MMHU aHTHOKCUIALMOHE
3amTuTe (CynepoKCHI-IUCMyTa3a M KaTaja3a) U HeCH3MMCKH aHTHOKCHIAHC — PEAyKOBaHU
[Ty TaTHOH.



Pesyaratu: Kommiekcu pyrenujyma(ll) ucnosbuim cy ymMepeHy 10 jaKy ITUTOTOKCHYHOCT
npema xymanuMm (HCT116 u SW480) u mumjoj (CT26) henujckoj TuHUjU KapIIMHOMA KOJIOHA
Y MUIIJUM ME3CHXMMAaTHUM MaTudHUM henujama, ca Bpennoctuma ICsoy pacrony ox 19,1 o
167,3 uM. Pyrennjym(Il) TepnupuauHCKU KOMIUIEKCH Cy KOJ XyYMaHMX W MHIIjUX henuja
KapIIMHOMAa KOJIOHA WHIYKOBAJIM aIoNTO3y Y HUCKOM MPOIEHTY, JAOK je Taj MpoIeHaT Ouo
3HATHO BHIIM KOJ MHIIjUX ME3CHXHUMAaTHUX MaTHuHUX henuja. Ca npyre crpaHe, KOMIUIEKCH
pyreaujyma(ll) cy nHayKOBaIM y 3HAUajHOM MPOLEHTY HEKpo3y henuja KapuuHOMa KOJIOHA U
MUIIJUX ME3CHXUMaJHUX MaTuyHuX henuja. Takohe, o6a komriekca cy crnenuduyHo 3a
henujcky nuHMjy MHAyKOBaiM mopemehaje hemmjckor mukiyca, OJHOCHO HHIYKOBAIH CYy
3actoj Hajuemhe y G2/M ¢asu hemmjckor mukimyca. Kommmieke [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] je
3HAYajHO UHXUOUPAO PacT MPUMAPHOT XETEPOTOIICKOT TyMOpa KO/ MHIIEBA, IMOIjeTHAKO WU
yak 00Jbe OJf OKCAIMIUIATHHE, Yy 3aBHCHOCTH OJ TpuMemeHe po3e. O0a ucnuTUBaHA
pyrenujym(Il) Tepnupuana KomIuiekca ¢y JoBena A0 o30uipHHjer omtehema jeTpe, OyOpera
U cpua, y nopehemy ca OKCATUIUIATHHOM, IITO j€ NMPOLCHEHO HAa OCHOBY OMOXEMH]jCKHX
ananm3a (ypee, kpearuanna, ACT u AJIT) u xucronaromnomke ananuse oprada. C o03upom
Ha 3abenexxeHe mnosuineHe BpenHoctu TBARS y TkuBy cpua m OyOpera koa MwulieBa
TpeTupanux kKomruiekcuma pyrerujyma(ll), mpermnocraBiba ce Aa MHAYKIHMja OKCHAATHBHOT
cTpeca yclie/l lbUXOBE MPUMEHE MOXKE UMATH YJIOTY y UCIIOJbaBakhy CUCTEMCKE TOKCUYHOCTH.

3ak/pyyak: AHaMM30M pe3yiTaTa Haller HCTPaXHBama, JOJTa3MMO IO 3aKjbydka Ja
pyreaujym(Il) Tepmupunuacku kommuieke - [Ru(Cl-tpy)(en)CI|[Cl] wucnospaBa 3Ha4ajHY
[IUTOTOKCHUYHY aKTUBHOCT MpeMa XyMaHHM W MHIJUM helujcKuM JIMHHjaMa KapIHHOMA
KOJIOHA, JId M MHIIJUM ME3CHXUMAaJHUM MaTHYHMM henujama, Kao W Ja moceayje in Vivo
AQHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT KOJ MHuIEBa KojuMma je umHaykoBan CT26 kapuuHOM KOJIOHA,
CIIMYHO OKCAIMIUIATHHHU, A y3 H3PAXKECHH]y XEMaTOTOKCHYHOCT, HE(YPOTOKCHYHOCT H
KapJHOTOKCHYHOCT y mopelhemy ca OKCaTUIIaTHHOM.

Kibyune peum: pyrenujym(ll) koMmruiekcH, HUTOTOKCHMYHOCT, OKCAIMIIIATUHA, KapLHUHOM
KOJIOHA, ME3eHXUMaTHE MaTH4He henwnje.



ABSTRACT

Introduction: Platinum complexes, cisplatin and its analogues - carboplatin and oxaliplatin
are among the most commonly used antitumor metallopharmaceuticals. Beside their clinical
success, there has been some limitatios observed: systemic toxicity (nephrotoxicity,
hepatotoxicity, neurotoxicity, myelotoxicity and gastrointestinal toxicity) and the incidence of
innate or acquired drug resistance. These limitations have initiated new investigations for
other transition metal complexes that will show similar antitumor activity but being less toxic.
Ruthenium complexes have attracted considerable interest as potential antitumor agents and
these are the only non-platinum complexes that have entered the clinical testing phase as
chemotherapeutics.

Objective: The aim of this study was to examine cytotoxic effects of ruthenium(ll)
terpyridine complexes, [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] (Ru-1) and [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] (Ru-2)
towards human and murine colon carcinoma cell lines and mouse mesenchymal stem cells, by
in vitro methods. In addition, the goal was to be examined antitumor activity in vivo and
systemic toxicity of ruthenium(ll) terpyridine complexes in mouse heterotopic model of
colorectal carcinoma and compared with oxaliplatin, the most usually used
metallopharmaceuticals against colorectal carcinoma.

Materials and Methods: The cell lines on which the cytotoxic effects of the ruthenium(ll)
complex were examined using the MTT test are: colon carcinoma cells isolated from BALB/c
mice - CT26, human colorectal adenocarcinoma cell line (Dukes B) - SW480, human
epithelial colon carcinoma cell line - HCT116 and mouse mesenchymal stem cells isolated
from bone marrow of C57BI/6 mice. The same cell lines were used to examine the effects of
ruthenium(I1) terpyridine complexes on cell cycle distribution and cell death type, using the
LDH assay and flow cytofluorimetry after staining the cells with the appropriate
fluorochromes. The male BALB/c mice, age of 6-8 weeks, with weight around 20-25 g were
used in in vivo experiment. A model of heterotopic colon cancer was induced by
subcutaneous injection of 1 x 10° syngeneic CT26 cells suspended in 100 ul of DMEM into
the dorsolumbar region of the mouse. Each complex was individually dissolved in 200 pl of
saline and administered at a dose of 2 and 5 mg/kg. Intraperitoneal application of the
examined complexes was performed according to the scheme: 6, 9, 12 and 15 days after
inoculation of CT26 tumor cells. The mice were divided into groups depending on which
were treated with: control (saline), Ru-1, Ru-2 and oxaliplatin. The weight of the mice was
measured every third day, immediately before the application of the tested complexes, in
order to make the dosing as accurate as possible. The experiment lasted 18 days in total, mice
were sacrificed on day 13 of the first administered dose and on that occasion blood was
collected and internal organs as well as the primary tumor mass were isolated for further
analysis. In order to assess the systemic toxicity of the applied complexes, biochemical
analyzes of urea, creatinine, as well as liver enzymes AST and ALT from the blood were
determined, and isolated organs were pathohistologically analyzed. From the tissues of
isolated organs, the following were determined: oxidative stress marker - lipid peroxidation
index, antioxidant protection enzymes (superoxide dismutase and catalase) and non -
enzymatic antioxidant - reduced glutathione.

Results: Ruthenium(ll) complexes showed moderate to strong cytotoxicity toward human
(HCT116 and SW480) and mouse (CT26) colon carcinoma cell lines and mouse
mesenchymal stem cells with ICsp values ranged between 19,1 to 167,3 uM. Ruthenium (I1)
terpyridine complexes induced apoptosis in human and mouse colon cancer cells in a low



percentage, while this percentage was significantly higher in mouse mesenchymal stem cells.
On the other hand, ruthenium(ll) complexes induced necrosis of colon cancer cells and mouse
mesenchymal stem cells. Also, both complexes induced cell cycle disturbances, but these
effects were specific for the cell line, respectively, induced arrest of cell cycle most often in
the G2/M phase. The [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] complexes significantly inhibited growth of
primary heterotopic tumor in mice, equally or even better to oxaliplatin, depending on the
dose administered. Both examined ruthenium(ll) terpyridine complexes led to more serious
liver, kidney and heart damage, compared to oxaliplatin, which was assessed on the basis of
biochemical analysis (urea, creatinine, AST and ALT) and histopathological analysis of
organs. Given the observed elevated values of TBARS in cardiac and renal tissue in mice
treated with ruthenium (I1) complexes, it is assumed that the induction of oxidative stress due
to their application may play a role in the use of systemic toxicities.

Conclusion: Our data highlight the significant cytotoxic activity of [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI]
against human and mouse colon carcinoma cells as well as in vivo antitumor activity in CT26
tumor bearing mice similar to chemioterapeutic oxaliplatin, but with more pronounced
hepatotoxicity, nephrotoxicity and cardiotoxicity in comparison with oxaliplatin.

Keywords: ruthenium(ll) complexes, cytotoxicity, oxaliplatin, colon carcinoma,
mesenchymal stem cells.
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1. YBOJ
1.1. Opauke u pa3Boj Tymopa

Tymop je u3pa3 kojuM ce o3HauaBa 000JbCHE KOje je mpaheHO HEKOHTPOIMCAHUM
pacToM M HIMpemeM aOHOPMAIHO H3MemeHUX ¢opmu henmja. TepMHUH ManurHd TyMOp,
Kaplep ¥ MaJWTHa Heolla3Ma Cy CHHOHMMH I0JI KOjUMa C€ TOJpa3yMeBajy CBU THUIIOBU
KaHIIepa, 0K c€ TEPMHUH KapLUUHOM OJHOCH CaMO Ha KaHLEP eMUTETHOT NOopekiIa. Manurau
TYMOpU C€ pa3iHKyjy O OCHUTHUX TyMmopa 1o aenudepeHuujaluju, WHBA3UBHOCTH U
CIIOCOOHOCTH J1a METacTasupajy, JOK W OCHUTHM W MAJIWTHU TYyMOpH HMajy YOp3aHy
nponudepaunjy [1, 2].

3npaBa henuja Moke MOCTaTH MaJIMTHA ycJe[ MyTalldja TyMOp CyNPECOPCKHX I'eHa U
OHKOT'EHA y CB0jOj ne30kcupubonykienHckoj kucenuau (JJHK), koje Mmory 6utu credene uiu
HaCJIeJTHE, jep ce TyMop caM 1o cebu He Hacielyje, Beh MyTupaHu reHu u npeaucno3uiinja 3a
BETrOB pa3Boj. Pa3Boj Tymopa je cioxkeH, MyATH()AKTOPCKH TpOIeC, KOjU YKJbydyje BHUIIIE
TeHCKHX NPOMEHA U enmureHTcke Qaxrope (yTuiaj XOpMOHa, KO-KaHIIEPOTreHa, IIPoOMoTepa H
Ip.) KOjU CaMOCTaJHO HHUCY Y3pOK TyMopa, anu noBehaBajy MmoryhHocT fa moctojehe rencke
MyTalyje pe3yiTyjy pa3BojeM HCTOor. /[Be OCHOBHE rpyle reHCKHX MPOMEHa KOje TOBOAE IO
HacTaHKa TyMmopa Cy: MyTallija MpPOTO-OHKOreHa (IFeHH KOju (PU3MOJIOMIKM KOHTPOJIUILY
neo0y henuje, amomroly wiM gudEpeHIHjaldjy) TOCIe KOje TIOCTajy OHKOTEHH U
MHAKTUBAIMja TeHA KOjU CYNPUMHUPajy TyMop (aHTHOHKOreHH). OBe mpoMeHe Cy TOcieana
TAYKaCTHX MyTaldja, aMIUTM(UKaIje TeHa WIM TPaHCIIOKaIlMje XpOMO30Ma, KOje HacTajy
ycien nenoBama onpeheHHX BHpyca WIM XEMHjCKUMX KaHieporeHa. HekoHTpommcan pact
(mponmudepanmja) TyMOpcKux henmja je 3HaYajHMjHU TOKa3aTesb pasziuKe u3Mel)y 31paBe U
Tymopcke henuje, ox came Op3uHE pacTa. JEAHOCTaBHO HHUje TayHO Ja ce TyMopcke hemuje
nerne Opske o/ 3/paBHX, jep W KO 3ApaBUX U KO TyMOpcKkux henmja moctoje henuje koje ce
Op30 Jene M OHE KoOje ce CIopo Jene, MTo 3aBucu of Tuma henuje. HekoHTponucana
nponudepainnja HacTana yclie], HMHAKTHBAIlMje aHTHOHKOTeHa WM TpaHchopmalje mpoTo-
OHKOT'€Ha Yy OHKOI€He, Jlajbe y3pokyje mopemehaj ¢QyHkiuje Qaxropa pacta U HUXOBUX
perenTopa, CHHTATHUX IyTeBa, peryjaropa heiwjckor nukiyca (MUKIUHH, IUKIAH 3aBUCHE
KHHAa3e, MTHXUOUTOPH LUKIIMH 3aBUCHUX KHHA3a), MeXaHH3aMa aromnTo3se, Tenemepase [1, 3, 4,
5, 6].

ArnornTo3a je mporpamupasa cMpT henuje M 3a pa3Boj TyMOpa HEONXOJHE Cy T'€HCKe
MyTalyje y aHTH-alloNTOTCKOM cucteMy. OIHOCHO, WHAKTHBANHWja TPO-aNONTOTCKUAX WIIH
aKTUBAllMja aHTH-allONTOTCKUX (akTopa JOBOAM IO CHIXKEHE amolTo3e, a pPa3Boj
PE3HCTEeHIIMje Ha aloNTo3y je KJby4YaH y HacTaHKy Tymopa [1, 7].

Tenomepe cy kpaTke MOHaBJbajyhe cekBeHIlE HyKJIE€OTHJa KOje ce Haja3e Ha
KpajeBUMa XpOMO30Ma, 4yBajyhu WX Of] pasrpaame, U3MEHa W HHTEPAKIHje ca JIPyTuM
xpomozomuma. CBakom paeobom henuje, Temomepe ce ckpahyjy M HakoH KpPUTHYHOT
ckpahuBama, hemuje mpecrajy nma ce aene W ynase y ¢a3ly KOHAUHOT MHpOBama (€HIJI.
senescence) wiu mak y anontosy. [lojenune henmuje - monne henuje, marnune henwmje, henuje
KOCTHE CpXXH M TaCTPOMHTECTHHAIHOT TpaKTa EKCIPHUMHPAjy €H3UM - TeJoMepasy, KOjH
olpkaBa JyXXUHY TenoMepa. JludepentoBaHe comarcke henmje He eKCIIPUMHPajy
TeIoMepasy, MOK OkKo 95% Tymopa y KacHHJUM CTaJWjyMHUMa eKCIpUMHpa, Ta ce
NpEeTHOoCTaBJba Jla MPEKOMEpHA eKCIpecHja TeroMepaze oMmoryhaBsa tymopckuM henmjama ia
Ce HEOTPaHUYEHO PEILTUKY]Y U TaKko nposudepuIny, OJHOCHO moctany oecmprhe [1, 8].

[IperxonHO HaBeneHW MoAalM o00jallkbaBajy MpoOIEc MalurHe TpaHchopmarumje u
nmpouec HacTaHka OecMpTHe henuje, KOju caMu MO ceOM HHUCY JOBOJBHHM 3a PacT YKyITHE
TyMOpcKe Mace. PacT comuaHuX TyMOpa 3aBUCH O MTPOKPBIEEHOCT MUKPOOKPYKEHa y KOM ce
Hanase. Jlok je Tymop BemuumHe 1-2 mm OH MOXE Ja ce UCXpamyje ychen audysuje
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XpaHJBMBHUX CACTOjaKa U3 OKPYXKEHa, alld 3a JaJbU PAacT HEOMXOaH je pa3B0j HOBUX KPBHHUX
cynoBa — anruoresesa [1, 9].

Bpxem pacty TymMopa ® JIOIIH]Oj MPOTHO3U JONPUHOCU M CTENEH TudepeHInjanuje,
cnabo nudepeHToBaHU TYMOPH Cy MPOrpecuBHUjHU. VIHBa3UBHOCT, jOIII je/IHA KapaKTePUCTUKA
KOja pasiuKyje TyMOPCKy ona 3apaBe hemmje. 3mpaBe henuje ,,omTyjy* rpanuie wu3mely
pasIMYUTUX TKUBA, 1A Tako ce henuje maHkpeaca He Mory Hahu y Tectucuma uiau hemuje
jerpe y 3umy MokpahHe Oemmke. YKOJIHMKO ce OTOJIU MOTPEIIHa MUTpalvja 3apase hemnuje,
nohu he 10 WweHe amnonTo3e Kao pe3yirar yckpahewma aHTH-alonTOTCKUX (akTopa. 3apaBe
henuje Myko3e cranHo mponudepunry, amd OCTajy Ha HHUBOY €NWTENa IpeBa, JOK
KapIuHOMCKe henuje MyKo3e peKTyMa yia3e y TKUBO OCTalMX CJI0jeBa 3uja peKTyMa, a MOry
U J1a IPOAIPY y TKUBA IPYTHX OpraHa y Kapiauiu. HBa3uBHOCT TyMOpckux henuja, HHje camo
MocJIeIMIla MHTEe3uBHpaHe mnpoiudepanuje, Beh u amanranuwje henmmja ma yyde eH3uMe
(MeTanonpoTenHase, Koje pacTBapajy eKcTpaleiayJapHd MaTpUKC) M MOJEKyJe Koju he um
omoryhutu na mpexuBe U (opmupajy yoajbeHy MeTacTacKky Hwuiry. Mertactaze cy
CeKyHJapHU TyMOpH Hactainu oJ henmja koje cy ce OABOjWIIC OJf MPUMAPHOT TymMOpa M
JIOCTIeTIe 10 HEKOT APYTOT YAaJbeHOT TKHBA MMyTeM KPBOTOKA MUK TUM(OTOKA (HIIP. MeTacTase
KapIIMHOMa JI0jKE€ C€ YeCTO Hajasze y IuryhnMa, KocTUMa W MO3ry). Meracrase Cy TIJIaBHU
npo0OJieM y Tepanuju TYMOpa B OCHOBHH CY Y3pOK BHCOKOT MopTasiuteTa [1, 10].

Pa3Boj 1 mporpecuja TyMOpa HUCY caMO MOCIIEIUIIa TeHCKUX TpOMeHa y camoj henuju,
Beh U MpOMEHa y MHKPOOKPYXKEHmY TyMopa KoOje je CayMImeHO OJf €HAOTENIHUX henuja,
¢ubpobnacta, wHIAMATOPHHX henWja W ME3CHXMMAIHMX MATHYHUX henwja (€HTII.
Mesenchymal Stem Cells - MSCs) [11]. Honpuroc MSCs maToreHe3u TymMopa MpeaMer je
HAayYHHX HUCTpakMBama mocieamux roaumHa. MSCs cy MmynTunoreHTHE anayiTHe hemnuje,
camMmoooOHOBJbMBE henuje, cauuHe ¢GuOpodIacTMa, KOje KapaKTepulle CHOCOOHOCT
nudepeHnujanrje y TKMBa Me3oiepMaiHor nopekia. Hajuemrthe ce u3oiyjy u3 KOCTHE CpKH,
MacHOT TKMBa, KpPBHU IIyIYaHe BpIILE, aJd ce MOry HahM y CKOpO CBUM HOCTHAaTaJIHUM
opranuMa M TKUBUMa. MelhyTum, mMako Cy Hajupe MPUBYKJIE BEIMKY MNaxkmpy 300r CBOT
MNOTEHIMjaJTHOT TepanujcKor edekTa, cBe BHILE Ce UCTPaxyje HUXOBa yJora y HmaToreHesu
tymopa. MSCs koMyHHIIMpajy ca henrjama TyMopa AUPEKTHO (Kpo3 hennjcku KOHTAKT), allu
U HHAMPEKTHO TIOCPEACTBOM CONYOMIIHMX HMMYHOMOJYJATOpPHUX (akTopa Kao IITO CY
nutoknan  (antu-uHduamatopuu: IL-10; mpo-undnamaropum: IL-12, IFN-y), xemokuHuU
(MIP-1o 1 MIP-1B, RANTES, CXCL9 u CXCL10), ¢akropu komiuiemeHara, hakTopu pacra
(TGF-B, TNF-a), meraboimuTH M MPOTCOIMTHYKH eH3MMH. MSCS HHCY KOHCTHTYTHBHO
UMYHOCYTIpeCHBHe, Beh caMoO Kaja Cy M3JI0)KE€HE JIOBOJbHO BHMCOKHM KOHIEHTpalujaMa
npouHdamMaTopHux nuTokuHa [12, 13, 14, 15, 16].

[Tojenune cryauje cyrepumry ga MSCs uHxuOupajy pact U MeTacTazupame TyMopa,
TaKO IITO TNPOMOBHUINY HHOUITpauujy HH(pIaMaTOpHUX henuja y TyMop, HHXHOUpa]y
aHTHOTeHe3y, CynmpuMupajy curHanmsanujy Wnt u AKt myreBa ¥ MHIYKYjy 3aycTaBibambe
hemmjckor nukimyca u anmonto3y [17, 18]. C mpyre crtpane, OpojHHMja UCTpaXMBama HIIAK
nokasyjy na MSCs aenyjy CTUMyJIaTUBHO Ha pa3Boj TyMOpa Ha BHILE HAYMHA: TPAH3ULIN]OM
1o ¢pubpobiacta KOju Ccy MOTIOpa TYMOPY, CYIPUMHUPAKEM UMYHOT OJrOBOpa, MPOMOIIM)jOM
aHTHOTeHe3€e, CTUMYJIAINjOM TpaH3HIIMje EMUTEeIHUX Y MEe3eHXUMalHe henuje, NHXUOULNjoM
aronTo3e TyMOpCKuX henuja, MpOMEHOM MHUKPOOKpPYKEHha TyMOpa U MPOMOIIMjOM MeTacTasa
tymopa. Ctora, ynora MSCs y nporpecuju Tymopa 1 MOJEKyJIapHUM MEXaHU3MHMa joIll YBEK
HHj€ y IOTITYHOCTH pa3jammbena [11].



Y600 Maja Casuh

1.2. YTnnaj nurocratuka Ha henujcke MexaHusme Tymopa

[TocTtoje Tpu OCHOBHa MpHCTyma Yy Je4Yewmhy TyMmMopa - XHUpPypUIKa eKCLHU3Wja,
paguoTepanuja ¥ XeMHOTeparja, U yJora CBakor oJ1 IPUCTYIIAa 3aBUCH O] THIIA M CTAAHjyMa
pa3Boja Tymopa. XeMHOTepanuja ce MOXe KOPUCTUTH CAMOCTAJIHO WJIM Kao JI0JaTaK HEKOM
JIpyroM OONHKY Jedera. XeMUOTepamnuja, OZHOCHO NpuUMeHa ojpehene Tepamumjcke mo3e
[IUTOCTaTUKA YHUIITaBa KOHCTAHTHY (hpakKilfjy MaJUTHUX henuja, TO 3Ha4YM J1a HAKOH CBaKe
03¢ LUTOCTaTHKa koja youje yak 99,99% wmanurnux henmja, umak mpeocrtaje HEKOJIUKO
MWJIMOHA XMBUX MAJIMTHUX henMja Koje ce EKIMOHEHIMjaJTHO JAeJie, CTora je HEOIXOTHO
XEMHOTEpAIHujy NIpUMEHhUBaTH y nuKiycuma [1].

Mebhytum, OCHOBHa mperpeKka YCHEITHOCTH XEMHOTEepamuje je YUICHHIA Ja Ce
TYMOPH OOMYHO JIHJarHOCTHKY]y Y Yy3HAIpPEIOBAJIOM CTaaujyMmMy. Y TOYETHOM CTaJIUjyMy
pasBoja Tymopa, henuje ce nene eKCIOHESHIIMjalTHO, ajlk je TO BpeMe yIBOCTpyYaBama henuja
Pa3IUYUTO 32 Pa3HE TYMOPE U MOXKE M3HOCHUTH O] HEKOJIMKO CaTH 110 map Mecenu. Mehytum,
KOHTHHYHPAHO EKCIIOHEHIMjallHM pacT HUje Moryh, ma Tako BehWHa CONMAHHUX TyMopa
(mnyha, ytepyca, kenyia), 3a pasluKy O] JIEyKEeMHje, CBE CIIOpHje pacTe ca MOpacToM
TyMopcke Mace. To ce nemasa kajga Tymopcke henmje mpepacty MoryhHOCT HCXpaHe TymMopa,
IITO 3a TOCIEAUITY JOBOIM 0 T0jaBe HEKpO3e TyMopa, a JIeJIoM M 300T Tora IITO HE PacTy
cBe hemmje Tymopa koHcTaHTHO. CONHMIHH TYMOpPH C€ cacToje OJ JBa pPa3JIM4HTa, ald
MelycoOHO 3aBHCHaA KOMIIapTMaHa: MapeHxuMa, YiuHe ra TyMopcke henmuje u ctpome. Ctpoma
COJIMIHUX TyMOpa C€ CacTOju OJ1 BE3MBHOT TKHMBA, KPBHUX Cy/0Ba U MH(Iamaropuux henuja,
U HacTaje Kao pe3yiraT MHTEpakiyje TyMopckux henuja u 3apaBor TkuBa nomahuna. U mox
ca jemHe cTpaHe cTpoMa oMoryhaBa pact Tymopa (jep CBakd COJHJIHU TyMOp, 6e3 003upa Ha
TUT WK henrjcko mopekIio, 3axTeBa CTpoMy yKosuko je Behu ox 1 - 2 mm), ca npyre cTpaHe
OHa Takolhe MOXe OTPaHMYUTH pa3MEHY T€YHOCTH, IacoBa, NPUIMB MH(IAMAaTOpPHUX henuja
WM OIPAaHWUYUTH WHBAa3WBHOCT Tymopckux hemuja [1, 19]. Tymopcke henmje ocnobabhajy
peryJjiaTopHe MOJIeKyJie KOJU CTUMYJIHIIY henrje CTpoMe Ja ce pa3MHOXKaBajy U MUTPHUPA]Y Y
TyMop, a henuje crpome 3ay3Bpar ociiobahajy pazauuuTe IUTOKUHE KOjU MPOMOBHIIY pacT
TyMOpa, HEroBy HWHBA3WBHOCT M PE3UCTECHIIM]y Ha XeMHoTepanujy. henuje oBa jBa
KOMITapTMaHa ce Jjajbe MOT'y CBpCTaTH y TpH Karteropuje. IIpBy kateropujy uuHe henmje xoje
ce Jiene ¥ KOHTHHYHpaHo cy y henujckoM mukiycy. Jlpyroj kareropuju npunagajy hemmje
Koje cy y ¢a3u muposama (GO ¢asa), anu umajy moryhHoct na ce aene. Tpehy kateropujy
ynuHe henuje Koje BHILEe HeMajy MoryhHocT neobe, aau AONPUHOCE BEIUYMHU Tymopa. Y
CYUITHHH, caMO henMje mpBe KaTeropuje, Koje MOTy YMHUTH caMoO 5% HEKUX COJIMJIHUX
TyMOpa, Cy OCETJbMBE Ha NpPHUMEHY IMTOCTaTHKAa. [IOK pE3UCTEHIHMjH Ha TPHUMEHEHY
XeMUOTepanujy JomnpuHoce henuje U3 Jpyre Kareropuje, jep HHCY OCETJbUBE Ha MPHUMEHY
[IUTOCTATHKA, a HIIaK MOT'Y HAKOH FeroBe mpuMeHe 1a yhy dasy newema [20].

Behuna aHTUTYMOpCKMX JIeKOBa Jeilyje Ha Impouec henwjcke aeobe, IOK Ha
WHBa3UBHOCT, TIyOuTaKk AudepeHuyjanyje uiad MoryhHocT MeTacTrasupamwa, HeMajy
cneur(UIHO MHXUOUTOPHO JIJCTBO. 3a MHOI€ LIMTOCTAaTHKE, aHTUMPOIU(epaTUBHU edekar
KOjH M3a3UBajy pe3ydirTar je nejcTBa TokoM S ¢aze hemmjckor mukiyca u omrehema JTHK koje
y3pOKYyjy, a Koje yBoau henujy y anonro3y [1, 3, 21].
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1.2.1. Reanjckn nuKiIyc

Thenujcku nukiryc npeacrasiba cienuudHu pepocien aorahaja, perynncad OpojHIM
MPOTEHMHHMA KOjJU 3a pe3yJTaT uMma Jaeo0y hemmje. Renujcku IUKIYC ce€ CacToju OJ JIBE
rinaBHe ¢ase: untepdaze u murose (M). Uurepdasa je mepuos henujckor rukinyca usmely
nBe mMuTo3e M cacroju ce u3 Tpu (pase (G1, S u G2). Tokom G1 dase ce obaBba cuHTE3A
npoTeuHa 3a HOBOHactanmy henwjy, akymynupa pubonykienHcka kucenuHa (PHK),
peryianuoHu nporerHu U eHsumu 3a cunresy JHK. V § dasu ce oasuja permukanuja, Tj.
yaBoctpydaBambe komuumae JIHK. G2 ¢aza ce manasu usmel)y 3aBprierka perumkanmje (S
dbaze) u nmouetka mutoze (M dase) u 3a lEHO BpeMe C€ CUHTETHINY MPOTSHHU UTOCKEIETa,
yIBOCTPY4YYyjy cC€ IIGHTpUOJEC W akyMmyiupa ajeHo3uH Tpudocdar (enrn. Adenosine
triphosphate - ATP), oanocHo, henuja ce mpumpema 3a MHTO3y. MHTO3a ce OJBHjajy KpO3
Bumie (aza (nmpodasa, npomeradasza, meradasa, anadaza u Tenodasza) U pesynryje neodom
henuje Ha aBe hepke henuje [22].

[Mpenazak u3z G1 y S a3y u uz G2 y M dazy cy nBa kpuruyHa gorahaja y henujckom
hukiycy Koja Cy MaKJbHUBO peryjiMcaHa KOHTPOJIHUM Tadykama. YKOJMKO nohe 1o omrehema
JHK, hemujcku nuknyc he ce 3aycraBuTH Ha jeHOj 01 oBe JBe Tauke. Hemajy cBe henmje
uctu heimjcku MUKIYC, JOK ce heiuje KOCTHE CpPKU M TacTPOMHTECTHHAIHOT TPaKTa Jeie
CBaKOJHCBHO, TOjeIMHE MOTY IMPUBPEMEHO (CIIEPMATOTOHHU]E Mpe IMyOepTeTa) WIH TPajHO
(nepBHe henuje) na O6yxay 3aycraBibeHe y G1 dasu, a matuune henuje roToBO 11€0 KUBOTHH
Bek npoBeny y GO ¢asu henujckor mukinyca [22, 23].

HanpenoBame henujckor nukiayca je CTporo KoHTposmcaH mporec. Kako Ou ce
CHPEYMIIO HANPEJOBakbEe U NIMPEHEe MyTHpaHUX Win omreheHnx henmja, KOHTPOIIHE Tauke 3a
npaheme unrerpurera [IHK ce namaze y xacHoj G1 ¢asu, ogHocHO moueTky S ¢asze u Ha
npenazy G2 y M dazy. Renujcku IUKIyC je KOHTPOJIMCAH YHYTPAIIHBIM (IIMKINHH, TUKIHH
3aBHCHE KMHAa3€) U CIOJballlbUM (XOPMOHH, (PaKTOpHU pacTa, HUTOKMHU) YMHHUOLMMA, KOJU
najy curHan henwju u nokpehy hemujcku muknyc u3 GO y G1 ¢azy. Crospamisu 9UHHUONIN
KOjU JOBOJIE JI0 €KCIIpecHje I'eHa 3a peryiauujy henmjckor muMkiyca U CTUMYJIMILY Op3uHY
nponudepanuje, pacta U Tok henujcke nudepennujanuje cy murorenu [22]. henuja pearyje
Ha OBE CIOJbHE CTHMYJyCe Kpo3 Kackady yHyTaphenujcke (ocdopunanmje, peryianujom
eKcIlpecHje LMKIMHA KOJU OCTBapyjy MHTEpaKlMje ca IUKIMH-3aBUCHUM KUHa3aMa (EHIJI
Cyclin Dependent Kinases - CDK). CDK ¢ochopuiuiiny pazindute IpOTEHHE MPH YeMy Ce
HEeKM OJf HUX Ha Taj HAayMH AaKTUBUpAJy, a Jpyru HUHXxUOuUpajy. CeKkBEeHLHjaTHUM
dbyHKIIMOHKCakeM Hekonuko pazmuuutnx CDK akTuBupajy ce mpormecu koju obezedelyjy
HanpegoBame hemujckor mukinyca. CDK cy HeakTHBHE JIOK Ce 3a BHUX HE BEXKY IUKIHHH.
AxtuBupane CDK name dochopunuiny oapehene nporenHe HeonmxonaHe 3a ojpeheny gasy
henmmjckor mukiayca. Y 3aBucHOCTH of ¢aze henmwjckor IUKIyca pacTe KOHIEHTpaluja
NOjeIMHUX IUKJIMHA 300r BUXoBe NnoBehaHe cUHTE3e, JOK OMaja KOHILEHTpaluja APYTuX
[IUKJIMHA 300T MPOTEOJIUTUYKE Pa3rpabe MoMohy YOMKBUTHH/TIpOTEa3HOT cucTema. Ha Ttaj
HauuH, IEPUOIMYHA CHHTE3a M pa3rpama IUKINHA 00e30elyje npeBep3nOUIHOCT mpoleca u
jeaHocMepHOCT Toka henujckor mukiyca [1, 24, 25].

[TocToju ocam TaBHUX Tpyna MUKIUHA, 011 Kojux cy nukiaunu A, B, D u E Baxuu 3a
KoHTpody hemujckor mukiyca. CBaku mukivH je moBe3an ca HekoM CDK u akTtumBmpa je.
[Muxknua A aktuBupa CDK1 u CDK2; nuknun B aktuBupa CDKI; muknua D aktuBmpa
CDK4 u CDKG6; muxmmH E aktuBupa CDK2.

Huknyc 3anounme y G1 ¢a3u ca nosehamem excnpecuje nuukianaa D (D1, D2, D3).
[Muxmman D ce Besyjy 3a CDK4 u CDKG6 Ha Taj HaunH uX (GochOpWINNTY U aKTUBUPAJY.
Axrtusupane CDK 3arum dochopmmmry permnobactoma nporens (enria. Retinoblastoma -
Rb). Rb nporenn wma xpyiujamny ymory y peryianuju HampemoBama Gl dasze kpo3
KOHTPOJIHY TauKy, jep y Ciydajy omrehema reHoma, HMUKIYC MOXKE OUTH OAJIONKEH WU
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3aycraBjbeH. UnmanoBu mopoaune RbD cy ,enHuM nporewHu Koju uHTeparyjy ca E2F
TpaHCKpUIIIIMOHUM TIpoTenHnMa. E2F rpane xommeke ca JIHK, a Hedochopunvucanu nmum
xunogochopumcann Rb ce uBpcto Bedyje E2F m mnxubupa tpanckpunuujy. Hakon mto
CDK4/6 dochopunumnry Rb, Rb ce nuconupa on E2F, no3BossaBajyhu E2F na tpanckpuOyje
OpojHe oaroBopue reHe (ykibydyjyhu muknua E) morpebHe 3a mpoiiazak Kpo3 KOHTPOIHY
tauky. Rb je ,uyBap*“ nuxiyca, jep xumnodocdopunucanu Rb uyBa KOHTpOJHY Tauky
cnpeuaBajyhu HanpenoBame henujckor nukiryca, 10k je xumnepdocdopmnanuja Rb mosesana
ca ocinobahamem E2F um mpomackom Kpo3 KOHTpoOJIHY Tauky. Rb ce oapkaBa y cBoM
xunepdochopunrpaHoM cTarkby TOKOM OCTaTKa IIUKIyca, Te UMa yJory y Bohemy henuje kpo3
S, G2 u M daze. Rb je negedochopumucan gokie rox ce Muro3a He 3aBpiid. Kako henmja
Hanpenayje kpo3 kacHy G1 ¢a3y, moBehasa ce excripecuja nuknnaa E. KoMreke - IUKIMH
E/CDK?2 je HeomnxomaH 3a Jajby MPOrPECH]y MUKIyca, OJHOCHO 3a mpenazak u3 G1 y S ¢asy.
[ToBehana ekcnpecuja nukiauHa A ce jaBjba Ha mpenasy G1/S u tpaje kpo3 S dasy.
BesuBamem nukinuHa A 3a CDK2, nacraBma ce cunresa JIHK. ¥V npyrom nmeny S dase,
ukiuH A ce Besyje 3a CDK1. Kontponna tauka y G2 ¢asu oarosapa na omreheme JJHK
win HenotmyHy cuHtesy JIHK, tako mro ommaxke HampemoBame y MHTO3Y, Kako OH ce
omoryhuiio momnpasibatbe JJHK unu ce mukinyc 3aycraBiba. [loBuilleH HUBO KOMIUIEKCA -
uiuH A/CDK1 u nukiua B/CDK1 neonxoanu cy 3a ynasak henuje y MHTO3Y, OJHOCHO
mpenazak Jpyre KOHTpoiiHe Tadke. 3a padnmmky on mukimHa C, D, E koju mmajy kparax
KUBOT, LUKIUHU A 1 B ocTajy cTtabumnu kpo3 Mehydasy, anu mojiexy mpoTeoIn3u TaKoM
murose [1, 24, 25].

I'en p53 ce cmatpa ,,ayBapoM reHoMa“. OH KOIUpa MPOTEHH TPAHCKPHUITIIHOHH (HaKTOP
— mpoTerH P53 koju Haariaena uHTerputeT henmujckor reHoma. HuBo mporemna pS3 y
henmjama Koje ce jene je HU3aK WM HEJACTEKTaOMJIaH M YHpPaBO OJp)KaBame OBAKO HHCKOT
HUBOoa P53 omoryhaBa na ce periMkKanyja HECMETaHO HAacTaBH. Y MPHUCYCTBY I'€HOMCKOT
omrTehema, kKao MMTO je TO clyyaj yciea JejcTBa LUTOCTaTHKA, MPOTEeUMH P53 mpekuaa
henujckn nmkinyc kako Ou ocraBuo Bpeme 3a nonpasBky JHK, mTo je mnocturayro
uaxubujom dochopmranuje Rb nporenna. [Iporenn p53 koHTponuiie henujcku HUKITyC
Kpo3 peryianujy tpaHnckpunimje wuaxuoutopa CDK (emrnm. Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitors - CDKI umu CKI) - p21, koju je aktuBHu naxudbutop CDK 4, 6 u 2. Unxubuimja
AKTUBHOCTH KHMHa3e crpedaBa ¢ochopunanujy Rb u xao pesynrar tora, henuja ocraje y G1
¢a3u, omoryhasajyhu Bpeme 3a nonpasky JJ{HK. Kana omrehewe /IHK npemamu kananurer
henuje 3a monpasky, P53 yBoau ,,HeucnpaBHy* henrjy y anonTo3y MHIYKOBamHEM €KCIpecHu]e
IpO-aroNnTOTCKOTI poTenHa Bax.

Be damunmje nuxuburopa CDK cy ykipyuene y perynanujy hemujckor muxiyca.
Cip/Kip (enran. Kinase inhibitor protein — Kip) damunuja odyxsara uaxudurope p21 u p27,
KOjU Jienyjy Ha Buie Mecta y hemujckom nukiycy, Besyjyhu ce 3a CDK 2, 4 u 6. [pyra
damunuja obdyxsara Ink4 (naxuOutope CDK4) KOHCTHTYTHUBHO eKCIpUMHUpaHe reHe. ['eH
Ink4a xonupa nBa pasiuuura Tpanckpunra, p16MNK4 y pl9ARF. CKI p16'™NK* cnermduuno
naxu6upa CDK4 u CDKG6, mox ce p19°RF Besyje 3a MDM2 (enrs. Murine Double-Minute 2)
npoTeuH M Onokupa pasrpaimy PS3. OaroBop Ha ycxoiHy perynauujy pS3, je nmosehame
cuntese P21 koje je mpaheno maxuoummjom CDK4 u CDK6. Kao pe3ynrar jaenoBama OBHX
CKI (p21 u Ink4 nporennn), uaxudupa ce gpocpopunanuja Rb u henmja ce 3aycrasmpa y Gl
¢a3u henujckor nukiyca [1, 24, 25].

AnTHunponudepaTUBHA epeKaT MHOTUX KJIACHYHMX LIUTOCTaTHKa pPe3yiTar je JiejcTBa
TokoM S (daze hemmjckor mukimyca m omrehema JIHK, mrTo pesynryje 3aycraBibamem
henmujckor muxiyca 'y G2 ¢asm M mociaeidyHOM MporpamupaHoM henujckoM cmphy —
aronto3om [26].

Mebhyrtum, henujcka mponudepanuja je Moryha jeAMHO ako TOCTOjU HMHTETpHCaHa
uHTepakimja u3Mmely (dakTopa pacra, €KCTpalelyJIapHOT MaTpuKca M METaJONpPOTEHHA3a.
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Excrpanenynapuu MaTpHkc Jiyde came henuje mox yruuajem GpakTopa pacta u IUTOKHUHA, 0K
aKTUBHOCT HEKUX (akropa pacra onpehyje cam MaTpHKC, MOIMTO c€ TH (AKTOPH MOTY
WHAKTUBHpPATH Yy MHTEPAKIMjU Ca IHETOBHM KOMIIOHEHTaMa U ociobahameM eH3uMa
(metasonporenna3a) w3 henwje. [maBHUM wHUIMjaTOpu henHjcKOT IMKIyca Cy 3ampaBo
dakropu pacrta, KOju MHUIMPA]y ocinobahame MeTanonpoTenHasa Koje pasrpalyjy JoKaiHH
MaTpukc y npunpemu 3a nobehame Opoja hemmja. Mehytum ma O6m ce hemmjcka meobda
HEOMETAaHO O/IBHjajia, HEONXOHA j€ MHTEPaKIKja HHTEerpruHa (TpaHCMEMOPAHCKUA POTEHUHH)
ca eJIeMEHTHMa eKcTparelyjJapHor MaTpukca ((GUOPOHEKTHH, MPOTEOTIIMKAHH, KOJIAreH).
[Ipareha mojaBa henmjcke mnponmdepanuje je U aHruoreHesa, Koja MPEICTaBlba MPOIEC
dopmupama HOBUX Kamuiiapa o]l TOCTojehnx MaauxX KPBHHX CyZOBa M KOja je CTUMYJIMCAaHA
BaCKyJIapHUM eHaoTelHuM (akropoMm pacra (enri. Vascular Endothelial Growth Factor -
VEGF) [27].

Kako hemmjcka mpomudepanuja He 6u Omia moryha 06e3 MHTETpHcaHe MHTEPAKIIH]jE
usMel)y ¢akropa pacra, eKCTpareqyJapHOT MaTpUKCa, METAJONPOTCHHA3a M aHTHOTCHE3E,
OBH YMHHOIHM Cy TOCTAJId METa HEKJIACHYHUX HUTOCTaTHKA. HEeKIIaCHYHU IUTOCTAaTHLHU CY
MU3ajHUPaHU ca IMJbEM Ja ce IpeBa3ul)y TOKCUYHU €(EeKTH KOje HCIO0JbaBaj)y KIACHYHU
[IUTOCTATUIIM KOjUMa je TJIaBHH IWJb Be3uBame 3a Mmoiekyn JIHK. [lok Hekiacuyam
[IUTOCTATUIM, KAa0 IITO Cy KOMIUIGKCH DPYTCHHjyMa, AHTUTYMOPCKO WU AHTUMETACTaTCKO
JICJCTBO OCTBapyjy HHTEPAKIIHMjOM Ca EKCTpalelyJapHUM MAaTPUKCOM W MPOTEHHUMA U
UHXUOUIHjoM oapeljeHnx (akTopa pacTa, MeTaloNnpoTenHasa u anruorenese [1, 28, 27].

1.2.2. heamjcka cMpT

Renuje mory pearoBatm Ha CTpec Ha pa3He HAYMHE, O]l AKTUBAIMje ITyTeBa
NpeXHBJbaBamka 10 MHULKMpamka henujcke cMpTH Koja enumuHuIIe omtehene henuje. Jla nu
he henmje m3noxkeHe cTpecy oApearoBaTh Ha NMPOTEKTUBAH WM JAECTPYKTHBAaH HA4YUH, Y
BEITMKOj MEPHU 3aBHCH OJ1 IPUPOJIC U Tpajarba cTpeca, Kao u oj tumna hemuje [29]. Jenna Bpcra
XEMHJCKOT cTpeca 3a henujy je cBakako IUTOCTATHK.

Anornto3a je Tun henujcke cMpTH KOjU OJip’kaBa XoMeocTtasy henujcke momynianuje y
TKMBHMA U CacTaBHHU € JIEO pa3Boja U cTapewma OpraHui3Ma. AJIM UCTO TaKo, amorTo3a MOXKe
OMTH M UWHAYKOBaHAa pa3HUM crojballkbUM (akTopuma. Crora, amonTo3a MpeicTaBba
on0paMOeHN MexaHu3aM, y cliydajy naa je henuja nadunupana unu kaaa cy hemuje omrehene
ycnen Oonectd (HOp. TyMOpP) MM INTETHUX (U3WYKMX WM XEMUJCKHX Y3pOYHMKa (HIIp.
IIUTOCTAaTHK). AIONTO3a je MpOorpaMHpaH U €HEPreTCKH 3aBHCaH IMpOIeC KOJU MOoJpa3yMeBa
KacKaJHy aKTUBAIMjy Ipyle MUCTEMHCKUX MpoTea3a — Kaclasa, Koje MOBe3yjy MHHIIMjaTHU
CTUMYJIHC ca KOHa4YHOM cMmphy henuje u Hanase ce y o0IuKy 3uMoreHa JJOKJIe To He Johe 10
onrosapajyhe akTuBaiyje anmonTOTCKUM cuUrHanuma. Kacmase cy mojesbeHe y TpH Tpyrie:
WHUILIMjaTOpcKe Kacmaze (kacmaza 2, 8, 9 m 10) Koje Cy OAroBOpHE 3a TIOKpETarmhe
POTEOJIMTHUKE Kackale, edekropcke kacmasze (kacmaza 3, 6 u 7) Koje HpPOTEOJMTHYKU
paznaxy henmjcke cyrncrpate u 3anajbeHcke kacmase (1, 4 u 5) [29, 26].

Mopdornomke npomeHe henuje KapakTepUCTHYHE 3a arlonTo3y Cy CMEXypaBambe
henuje, mHTakTHa MeMmOpaHa, KOHJEH3alHja XpoMaTuHa (MHMKHO3a), AloNTOTCKa Tela W
U30CTaHaK HH(pIaMaTOpHOr oAroBopa. [lOTeHIMjalHO ONMACHU NMTOIJIA3MATCKU EH3UMHU
Ma)XXJbUBO CE€ MaKyjy ¥ OJCTpamyjy ca MeMOpaHe y BaKyojama 3BaHHUM aroINTOTCKA Tela, Koja
ce 6p30 ¢aronutyjy y Makpodaruma, Tako Jia He mpoy3pokyjy JokainHo omreheme [30, 31].

ArmonTo3a WHIyKOBaHa MPUMEHOM IIUTOCTATHKA, OJ[BHja CE KPO3 JIBa TJIaBHA henmjcka
MyTa aronTo3e — YHYTPAIIker MUTOXOHAPHJaTHOT IyTa M CIIOJbAllber MyTa MOCPEJOBAHOT
perentopuma cMpTH. O0a MmyTa aKTUBHPA]y WHUIIU]JAaTOPCKE Kacrma3e u 00a uay Ka KOHAYHOM
edpexTopckoMm myty [32, 33].

10
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YHyTpammu (MAUTOXOHIPHUjaTHH) AamonTOTCKU MyT mokpehy okumaun u3 hemnwje,
nonyt omrehene JIHK kojy Huje Moryhe penapuparu, Kao IITO je TO CiIy4aj Koj omTehema
W3a3BaHUX mHTOCTaTunuMa. [lepmeabunm3anuja crojbHE MeMOpaHE MUTOXOHJIPHjE je
omyayjyhu ¢akTop yHyTpallmer MMyTa, jep caaprkaj MUTOXOHIpHja, Kao mTo je ruToxpom C,
VHHIUpA TEPMHUHAIHE e(eKTe aKTUBaIMjoM Kacrasze. KoHTponep yHyTpammer myrta, Bcl-2
(eurn. B-Cell Lymphoma-2) je nco Bcl dammmuje xojy kapakrepuiiy aHTH-allONTOTCKE
ocobmne. Hama3zum ce Ha choospammOj] MUTOXOHAPHUjATHO) MeMOpaHW © OJOKHpa Tpo-
anonTorcke mporeuHe, Bax (emr;i. Bcl-2 associated X protein) u Bak (enrn. Bcl-2
antagonist/killer) kako 0u crnpeuno mnoBehame NEPMEAOMIHOCTH CIOJbAlllbe MeMOpaHe
MUTOXOHJIpHja U ochobOahame caapkaja yHYTpallkhe MUTOXOHIpHjaTHE MeMOpaHe.
NuaktuBanuja Bcl-2 omoryhasa onmuromepusanujy tpancMeMOpaHckux nporenHa Bax/Bak u
dopmupame 1opa, omoryhaBajy TpoO-almoONTOTCKMM IPOTEMHUMA HHTEPMEMOPAHCKOT
mpocTopa Jla MCIype y IuToIiasMy. JemaH ox TUX TpoTewHa je u mutoxpom C koju je
KJbYYHU aKTUBATOp M3BpIIHE (a3ze anontose. Ocinodohenu muroxpom C 3amounmbe CTBapame
armonito3oMa komOuHOBameM ca Apaf-1 mporemnuma (enri. Apoptotic Protease Activating
Factor-1) y rurornia3mu, KOju TOBOJIE 0 MPOTEOJUTHYKE aKTHUBAIMje po-Kacmase 9. hemnuje
Koje Hoce MyTtanujy y Bcl-2, 30or koje ce moBehaBa xonmmumna Bcl-2 unu Bak/Bax ocraje
WHXUOHMpPaH YIPKOC CHTHAJIMMa CMPTH, MOTY MTOCTaTH KaHIIEPOTCHE jep e OyNUpPY aronTo3u
[31, 34, 35, 36, 37].

Jlpyru HauyMH Ha KOjU LUTOCTAaTHIIM JIOBOJE JIO aIoITO3¢ je€ aKTUBAIMjOM IIyTa
perentopa CMpPTH, TaKO MITO JOBOJIE JO YCXOJHE peryianyje peuentopa CMpTH WM TaK
WHAYKY]y NoBehaHy ekcrnpecujy aurania cMptu. Y hemnujckoj memOpanu BehuHe TuUIOBa
henuja Hamasze ce wiaHoBu (ammiuje perentopa ¢akropa HeEKpo3e Tymopa (eHri Tumor
Necrosis Factor Receptors - TNFR) koju GyHKIIHOHHIIY Ka0 PELENTOPH CMPTH, Ka0 IITO CY
TNFR-1 u CD95 (mo3natu kao Fas nmm Apo-1). CBaku penentop uMa CBOj AOMEH CMPTH Y
mutoriazmMu. Kaga nurana cMmprtu (FasL) crynu y uHTepakiujy ca pelenTtopoM CMpTH
(FasR), unnrepakuuja FasR/FasL, aktuBupa ce anmantepcku nporeuH - FADD (enrn. Fas
Associated Death Domain Protein) nomen cmptu. HoBo dopmupanun FADD (wim momena
eexTopa cMpTH) ce caga MOke KOMOMHOBATH ca Mpo-Kacma3oM 8 (3uMoreH kacmasze 8). OBa
dy3uja crBapa DISC kommiekc (errn. Death Inducing Signaling Complex - DISC) koju
I1ajb€ CHUTHAJIE 3a IMOKpPETame IMpoleca aronTo3e W MoKpehe MpOTEONUTHYKY XHIPOIH3Y
3UMoOreHa u ociobahame kacmase 8 [31, 36, 1].

[utocTaTuim Mory I0BECTH U 10 HEKpo3e henuje ycnen Benukor omrehema henmjcke
MeMOpaHe U YHYTpallmbuX CTpykTypa. Hekposa ce paznmkyje o]l anmonTo3e NPBEHCTBEHO IO
BeoMa Op30M I'yOMTKY moTeHujana henujcke memOpane. Ycnen ryOuTka TpaHCMEMOpPaHCKOT
MOTEHIMjajla YHYTpallllhe CTpaHE MUTOXOHAMjaTHe MeMOpaHe HeCTaje MPOTOHCKH TPaJujeHT
U OTBapajy ce MHUTOXOHJpujanHe mnope. OTBapame Mopa 3a MOCIEIUIly MMa IpecTaHaK
cunteze ATP y Toky okcumatuBHe Gocopunanuje. Y hemumjama ca Na'/K' mymmom,
HenoctaTak JoBosbHe konumumHe ATP onemoryhaBa TpaHCmopT, Tako Ja MOYMIbE Ja ce
noBehaBa canpskaj Hatpujyma y hemuju. To goBoam mo OyOpema hemnumje, jep moBehame
uHTpahenMjcKor HaTpujyma IOBJIAaYM BoAy yHyTap henmje. byOpemwe henuje, ,neHymame™
MeMOpaHe M TyOMTaK MHKpPOBMJIA Cy THUIIMYHE IPOMEHE HEKpPOTHYHE henuje Koje cy
pesep3ubmIHe ako ce ATP o6HOBU Ha Bpeme. Ykomuko ce ATP He o6HaBbama, Ca’’ mymma
mpecTaje Ja paad, IITO 3a MOCIeIuIly nMa HMHQIYKC joHA Kaimujyma U moBehame HHUBOA
yHyTaphenujckor cioboaHor kainuujyma. Crno0oaHM KallujyM je aKTUBAaTOpP MHOTHX
henujckux mpoiieca, CTora MOYMIE Ja CTyNa y MHTEpaKUujy ca heaujckuM eH3uMHuMa KOju
y3poKyjy nasbe omreheme MeMOpane u jeapa hemuje [31, 38]. CnoboaHM IMTOIIA3MATCKH
KanujyMm noehaBa mepmeabmIIHOCT MUTOXOHIpH]a, moBehaBajyhu ocnobahame nuroxpoma
C, Koju nasbe 3amounmbe KackagHo omrehema henuje TUpeKTHOM akTHBaIjoM Kacmasza. OBo
je jemaH o MyTeBa T CE€ HEKpo3a W amomnTo3a MpeKIanajy, jep je akTHBaIlMja Kacrase
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IpUMapHUA MEXaHW3aM arloNTOTCKE CMPTH, KOjU jeé CBPCUCXOAHO pErylucaH HU30M (akTopa,
JIOK je Koa HekpoTuyHe henumjcke cMpTu ociobahame Kacrasa W3a3BaHO CIy4YajHO YCIIe[
hemujckor omrehema. Hekposy jomr kapakrtepuine ne3uHTerpanuja hemujcke memOpaHe u
HEKOHTPOJIMCAHO ocjo0ahame IUTOIUIa3MaTCKOT cajapiKaja y OKPYXKEe, INTO HW3a3MBa
uH(IAMaTOPHU OATOBOP OKOJHOT TKUBa [31, 39].

1.2.3. AMyHCKH 0ATOBOP

NMyHCKH cucTeM mMMa OWTHY yJIOTY Yy MPEBEHIUjU, pa3BOjy U pacTty Tymopa. Joi
naBae 1969. roamnue, Barnett Rosenberg je ykasuBao Ha TO 1a OM eeKTH HMCIUIATHHE Ha
UMYHCKE TpOLIECe MOTJM OMTH Y OCHOBH H»CHE CEICKTUBHOCTH mpema Tymopy [40]. ¥V To
BpEME OH je cMaTpao jJa Ou IHCIUIATHMHA MOIJIa IMPOMEHHTH MMYHOTEHOCT henmja Tymopa
YKJIalkhamkbeM UMYHOCYIIPECUBHUX MOJIEKYJa ca HHXOBE MOBpIIMHE. MelyTuM, HItak 1mocToju
pasnuKa y HayMHy HWHTEpakuuje uMmely pasnmmunTux jequmema IuaThHe (IMCIUIATHHE,
KapOoIIaTHHE W OKCAJIMIUIATHHE) W HMMYHCKOT cucTrema. Ha mpumep oxcamuiuiaTHHa je
aKTHBHA TPOTHB MHUIIjer KapIUHOMa KOJIOHA (Mozen anorpadra) camMo Kajaa ce KapIlHHOM
WHIYKYyje KOJ HMMYHOKOMIIETEHTHHX MHIIEBA, TOK je IOTIIYHO HEaKTHBHA YKOJMKO C€
KapIMHOM HHJIYKYyje MHUIIEBUMa ca TEUIKOM KOMOWHOBAHOM HMYHOJIE(MUIINjEHIIHjOM WU
muieBuMa kojuma Henoctajy T henuje [41, 42].

JIoK je mucIlaThHa aKTUBaHa y 00a MOJIeNia, aJli je ¥ FbeH aHTUTYMOPCKH ITOTEHIIH]jal
3HaYajHO PpEIYKOBaH KajJa Ce€ TPUMEHH KOJ KapuuHOMa KOJIOHa HWHIYKOBAHOT
UMyHOAeDUIMjeHTHUM MuIieBuma [43].

Hako je moOpo mMO3HATO J1a XEMHUOTEPAINEYTHIM KCIIOJhABA]y MH]jeIOCYPECHBHO
JICjCTBO, CBE j€ BUILEC NPEKIMHUYKUX W KIMHUYKUX UCTPAXKHMBaJba KOja yKa3yjy Ha TO Ja
XEeMHOTEpANeyTHIIM YaK MOTY Ja CTUMYJHINY henuje MMyHCKOT CHCTeMa Jia TPENOo3Hajy
TyMopcke henuje u Ha Taj HauMH 000JBIIAjY BUXOB aHTUTYMOPCKHU edekar [44].

TokoM OHKOTeHe3e TYMOPCKH aHTHUTEHH C€ TeHEpHINY YCJel T'eHCKHX MyTaldja U
IpeKoOMepHe eKcrpecHje ojpel)eHnx reHa, Kao 1 U3MEHEHUX MOCT-TPAHCKPUIIIIMOHUX U TOCT-
TpaHcianuonnx wmoaudukanuja. Crora Tymopcke henuje excnpumupajy crnenuduyiHe
aHTUTeHe Koje henmuje MMyHCKOT CUCTeMa MOTY Jla MIPENo3Hajy Kao CTpaHe M eTUMHHUIILY HX.
Amm Tymopcke henuje nMajy U MexaHu3Me rnomohy KojUX ycIeBajy Aa M30€THY HUMYHCKH
OJICOBOP U HAcTaBe Ja HeoMeTaHo mponudepuiny [45, 46, 47].

NmyHcku cuctem ce cactoju oA MehycoOHO mmoBe3aHuUX YpoheHHMX M CTEYeHMX
MexaHu3ama. YpOheHH CUCTEeM UMHE TpaHyJOUUTH MHjelouaHe Jio3e (HeyTpoduiy,
6azodmin, eo3MHO(UIN), MACTOLUTH, MOHOLIUTH, Makpodaru U AeHaApuTcke henuje (eHri.
Dendritic Cells - DC), kao u henuje numdouane noze - henuje npupoane youne (SHII.
Natural Killer - NK) koje 0p30 yknamajy matoreHe, faenyje Ha HecnenupuyaH HaYMH U ca
OrpaHUYEHUM pa3BojeM umyHcke Memopuje (Memopujcke NK henuje). Ypohenu umynuter je
MOBE3aH Ca CTEYEHUM MMYHCKHM OATroBOpoM, oMoryhapajyhu crnenuduyHo U Mep3ucCTEHTHO
uMyHcko namheme. henuje credeHor umyHckor cucrtema (T u B mumdonurn) notnuy u3
TuMQOUTHE JI03€ XEMAaTOMOETCKOI CHUCTeMa M WMajy BEIMKH KalalHuTeT 32 OTKPUBAHC
TYMOpPCKHX aHTHTeHa [48].

hemnje ypohenor mmynurera (NK henuje, makpodaru, neyrpopunu u DC) npse
Jl0a3e y KOHTaKT ca (mpe)manurauM henuja, mehy suma NK henuje umajy nenrpainy yinory
y HMYHCKOM HaJ30py OpraHu3Ma M OJI0paHu OJf MaJurHo TpaHcopmucaHux henuja.
BesuBame NK henuja 3a Tr1aBHM KOMIUIEKC XHCTOKOMHOatuOwiHocTH (eHri. Major
Histocompatibility Complex - MHC) knace | onBuja ce mpeko pa3iu4uTHX WHXHOUTOPHHUX
peuentopa, Ha npumep, npeko KIR u NKG2 penentopa u3 damunuje perenropa Koju
curnanusupajy NK hemujama ga ocrany nnaktusae [49, 50].
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Manursa tpancdopmanuja 4ecto pesyiryje camxenom excrpecujom MHC kiace | Ha
MOBpIIMHKM henuje, ma Tako Tymopcke henuje m3beraBajy mmyHckm Haazop NK hemwja.
Mehytum, NK henuja ce aktuBupa kana Hamhe Ha nwbHe henmmje kojuma Hemocraje MHC
kiace |. C jenne ctpane, aktuBupane NK henuje HacTaBibajy Aa youjajy musbHE (TYMOPCKE)
henuje mytem amonTose Koja je mocpenosana peuentopuma cMptu (Fask u TRAIL), kao u
nyTem nepdoparnuje miazMarcke MemOpaHne mocpeaoBane neppopuHoM u rpanzumom B. C
opyre ctpaHe, cMameHo BesmBambe NK hemmja 3a MHC kitace | ynHu MX OCETJHHBHUjUM Ha
akTUBaIMjy Hu30M akTuBannonux perenrtopa (NKp46, NKp30, NKp44, NKG2D, NKG2C,
DNAM-1, NTB-A, NKp80, CD59 u CD16) koju mnperno3Hajy CUrHajie CTpeca eKCIpUMHUpPaHEe
Ha TymMopckuM henujama [51].

MeranopapmaneyTuii T0BOAE 10 YCXOIHE peryjaiuje aKTUBAIMOHHX pelenTopa
NK hemnja (NKG2D, NKp30 u DNAM-1), koju mnpenosnajy nuranae (MICA/MICB,
ULBP1-3, CD112, CD155 u B7-H6) koje excnpummupajy Tymopcke hemuje. IToBehaBa ce
ekcnpecrja NKG2D na NK henujama, anu 1 na NKT henujama u nurorokcununum CD8" T
mamporurrma. MertanodapmaneyTumu goBoje 10 yexonne peryianuje NKG2D u DNAM-1
nuranga Ha henmjama Tymopa, AupektHo - ycien omtehewa JJHK wnm unaupektHo -
HOCpPEICTBOM TOBehaHe MpOM3BOM-C PEaKTUBHUX BpCTa KHceoHWKa (eHri. Reactive oxygen
species - ROS). OsakaB edekar MeTanopapmarieyTuka Ha hemuje Tymopa omoryhasa 60sby
aktuBanmjy hemuja ypohenor m creueHor umynutera. [lopex Tora, DC, NK henwje,
HeyTpouiin ¥ Makpodard Mperno3Hajy MOJIEKYJICKE obOpaciie omrtehenux henuja (eHIL
Damage-Associated Molecular Pattern - DAMP), ykmyuyjyhu HMBG1 u mnporeune
toroTHor moka (HSP70, HSP90) na moBpmmuu Tymopckux henuje W Ha Taj Ha4yuH y
NOTIYHOCTH akTuBHpajy murorokcmuHocT NK henmja. MeranodapmaneyTuny 10aaTHO
noJp>KaBajy Ipemno3HaBame Tymopckux henmja onx crpane NK henmja ycnmex ycxomne
perynamje DAMP nHa moBpmmaEM TymMopckux henmmja xoju mHTeparyjy ca TLR m RAGE
peuentopuma Ha NK henujama [52, 53].

1.2.4. OxcuaanmoHm cTaTyC

I'enepucame, TpaHcpopManuja W TOTPOIIHA OPraHCKHX MOJIEKyJla Cy OCHOBA
henujcke audepenuyjammje, pacta u oJip)kaBama y )KUBOTY. Y MaTO(PU3HOIOMKUM YCIOBUMA
Kao IITO j€ pa3BOj TyMopa Jojiazu J0 aucOamanca u3Mel)y TpOU3BOAKE OKCHIAHACA U
NOTPOIIKE AHTHOKCHJAHAca LITO JOBOAM MO IOjaBe OKcHIAIMOHOr crpeca. Ilorpomma
KACEOHWKAa Yy MHTOXOHIpHjaMa Wrpa IICHTpPalHy YJOTYy Yy OBHM TIpOIleCMMa, jep OHe
NpEeJCTaB/bajy CBOjeBpCTaH OMOXEMMjCKM, PECHUPATOPHH U EHEPreTCKU CHCTEM. | OKOM
mpoueca OKCUAAaTUBHE (ocdopuiianuje, MUTOXOHIPHJE KOPHUCTE KHUCEOHUK 3a I€HEpUCAHE
ATP u3 opranckux MOJIEKyJIa KOjU CIIy’Ke Kao M3BOp €HEpruje, aju y TOM Ipollecy Takohe
crBapajy ROS [54]. ¥ ROS renepucane yHyTap MHTOXOHJAPHja CBPCTaBajy Ce: CHHIJICTHU
kuceonuk (102), cymepokcupa aHjoH pamukan (O27), Bomomuk mnepokcun (Hz202), asor
moHokeua paaukan (NO), xuapokcun paaukai (OH) u xumpokcun anjon (OHY) [55].

OKcHIaIMOHU CTpeC HHIAYKOBAaH NPHUMEHOM LUTOCTaTHKa JOBOAM 10 omTehema
henvje Ha TpW HayuHA: JUIOUJHOM MEPOKCHJIALMJOM MeMOpaHa, OKCHIATHBHOM
monupukanujom mnporenmHa u omtehewem JIHK. Jlumumm ce mory okcumoBatu ROS
WHUIAjaTOPHMa, HAPOYNUTO XUAPOKCHIHMM M TIEPXUAPOKCHIHHM paJiKaluMa, cTBapajyhu
BOJly U JIMIIUAHE paJMKalle, YUMe C€ MHUIIMPA peaKklyja JUIHIHE TepOKCUuaalnje Koja TOBOAU
no omrehema henjcke mMemOpaHe M OCTaJMX JIMIUOHUX CTpyKTypa henuje. ['maBHu
UHTEpMEJIMjapHU TPOU3BOAM JUMHUIHE MEPOKCUAALMje Cy JMIHIHU XUAPONEPOKCUAM, a
CeKyH/IapHU TIPOM3BOMM Cy TOKCHYHM W MYyTareHW aIACXHIM, MAJOHAMAIACXUA (CHTJI.
malondialdehyde - MDA) u 4-xuapoxcunonenan (4-hydroxynonenal - HNE), xoju ce
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cMaTpajy MapKeprMa OKCHIAIMOHOT cTpeca. EJeKTpuuHO HeyTpaliHa CTPYKTypa ajiexuia
uM omoryhaBa JaKko KpeTame Kpo3 MeMOpaHe W IIMTOCOJI M CXOJHO TOMe omoryhapa
JTAJIEKOCeXKHE ITeTHe edekre yHyTtap wiu m3BaH hemmja. Jlokazano je n;a HNE u MDA
MOJTU(UKY]y aMUHOKHCEIMHE M TUME JOBOJE A0 omrehema MpoTenHa, Kao W Jia CTBapajy
KOBJICHTHE MPOM3BOJE Ca HYKIEMHCKHUM KHCEIMHAMa W MEMOpAHCKUM JIUIHIUIMA.
Yumenunia na ce henmjcka MeMOpaHa MPETEKHO CACTOJH OJ IOJIMHE3aCMNEHUX MaCHUX
KHCENMHa, 4YWHW henrje jako OceTJbMBHMM Ha Tporec mepokcumanuje. Oxcuaaruja
dbochonmunuma y yHYTpalmbo] MEMOpaHM MHTOXOHJpHja TOBOJM 10 MHXHOWUIIMjE pacra
henuja 1 MOXKe MOKPEHYTH MUTOXOHIPHjaJIHU ITyT aronto3e [55, 56].

Heyrpanuzamnuja cnobogHuX paaukalia M crpedaBame YHyTaphenujckor omrehema,
yeren aejctBa ROS, moctuxky ce pasnuuutuM henwjckuM og0paMOCHUM MEXaHU3MHMA.
AHTHOKCUJAIIMOHA CHUCTEM 3allTUTE je jelaH O]l WUX M IOApa3yMeBa CH3MMCKE H
HECH3MMCKE AaHTHOKCHIAHCE. Y IUNHIUMa JOMHHAHTHY YJIOTY AHTHOKCHAaHAca HUMajy
BUTaMHH F, KApOTCHU, OKCU-KAPOTCHOUIU ¥ BUTAaMUH A, JIOK Y BOJICHO] (a3u Ty yJOTYy UMajy
ButamuH C wm rtimyratmon (GSH). Ilopen oBHMX aHTHOKCHAALMOHUX MOJIEKyJa Maie
MOJICKYJICKE Mace, 3Ha4ajHu WIAHOBU CHCTEMa AHTHOKCHIAIIMOHE 3allTHTE Cy CH3MMCKE
npupoie - cynepokcua aucmyTtasza (enria. Superoxide Dismutase — SOD), karanasa (€HII.
Catalase — CAT) u ryrarron nepokcuaasa (euri. Glutathione Peroxidase - GPx) [57].

Cynepokcu qucMmyTtasa je npBu Mehy eH3uMuMa 3a JeTOKCHKAIU)y W HajCHAXKHU]H
anTrokcuaanc y hemuju. [IpencraBiba BakaH eHIOTCHNA EH3UMCKU aHTHOKCHIAHC KOjU JeTyje
Ka0 KOMITOHEHTa TpBe JmHuje ogopambenor cucrema npotuB ROS. Karanusyje aucmyranujy
IBa Moliekyia cymnepokcun aHjoHa (O2) mo Bomonuk mnepokcuna (H202) u monexynapHor
kuceonnka (O2), MITO MOCIEANYHO YMHH TMOTECHIHUjAITHO INTETHU CYNEPOKCHI aHjOH Mambe
omacHuM. SOD je MeTanoeH3uM U 3a BEeroBY aKTMBHOCT j€ HEONXo1aH KOo(aKTop y BUIY joHA
merana (Fe, Zn, Cu u Mn) [58, 59]. Kopenaumja usmely nedpumura SOD u OpojHuX
HATOJIONIKUX CTama 3aMaKeHa je KOJ JbY/IU Kao U KOJI )KUBOTHba [60].

Karamaza je aHTHOKCHJAIMOHM €H3UM MPHCYTaH TOTOBO Yy CBUM TKHBHMa Koja
KopucTe kuceoHuk. OBaj eH3uM kopuct Fe niau Mn kao kodakTope u Kataiausyje pasrpaamy
wm penykinujy H2O2 10 Bome W MoJEKymapHOT KHCEOHHWKa, JOBpIIaBajyhm mporec
netokcukamuje koju je 3amoueo SOD. CAT je Bucoko edukacaH €H3UM Koju pasrpabyje
Benmkn Opoj momekyma H202 y jemHoj cexynau. EH3uMM ce Hama3u TPBEHCTBEHO Y
NEPOKCH30MUMa U HMje MPUCYTaH y MUTOXOHApHjama henuja cucapa. JeauHu M3y3eTak cy
MHUTOXOHJIPH]j€ MPHUCYTHE Yy cpity marosa [61]. C 063upom Ha 0By unibeHHITy, peaykiuja HoOo
JI0 BOJIe Y MUTOXOHIpHjaMa henuja cucapa ce onsuja nocpenctsom GPX. Bononuk nepokcna
y MaJUM KOJMYMHAMa MMa TEHJIEHIM]y Aa peryiuile Heke (U3MOJIOLIKE Mpolece, MOMyT
curHanm3anvje y hemmjckoj mnponudepanuju, henmjcke cmptu, MeTaboNM3Ma YIrIbEHUX
Xunapara, (PyHKIH]Y MHUTOXOHJpHUja, AKTUBUPAKE TPOMOOIMTA M OJpXKaBamkbe HOPMAIHOT
HHUBOA THOJA, ajld y BHCOKMM KOHIIGHTpalpjamMa TII0CTaje TOKCHuYaH 3a hemuje [62].
Henocrarak nnm myranuja CAT moBe3aHa je ca pasHMM 0ojecTUMa, 3ara)XeHo Jia JbYIH ca
HuckuM HEBooM CAT cy mpeaucnoHupaHu 3a pa3Boj Tymopa [63, 64].

I'nyratnon nepokcumaza (GPX) je cacrtaBHM 10 TJIyTaTHOH aHTHUOKCHAAIIMOHOT
cucremMa 4Mju cy wiaHoBd, mopea GPx, rmyratmon S-tpancdepasa (enri. Glutathione S-
transferase - GST), rmyrartuon penykrasa (enri. Glutathione Reductase - GR) u GSH. GSH
je eHJOTeHHW HEEH3WMCKH aHTHOKCHIAHC, KOjU TpYy)Ka 3aIITHTY OJ OKCHIAIMOHOT CTpeca
uHAyKoBaHOT murocTatunuma. GST katanmmsyje komyranmjy GSH ca murtocratuimma u
IpyrMM  TOKCHUYHHM  jelMIbelbuMa  yKIbydyjyhm — okcuaanuoHe — MHTepMeaujepe
(xuaporepokcuae M angexuse), YnHehu ux Tako Mame TOKCHYHHM M OJIaKIIaBajyhu HBUXOBO
yKIIamame u3 hemuja [65, 66].

GPx karanusyje peayKuujy XHUApONepoKCHIa, YKIbyuyjyhu JUMUIHE XUIPOIEPOKCH IS
0 BoAe W oxAroBapajyhmx crabuimHux ankoxoja kopuctehm GSH kao cymcerpar, mTo
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pesynryje okcunamjom GSH nmo rayratuon mucyndun (GSSG), koju ce mocpencsom GR
nperBapa y peaykoBanu obmuk - GSH. Ilomepame ognoca GSH/GSSG ka okcuaoBaHOM
CTalby Kao OATOBOP Ha pa3IMYMTe yHyTap- M BaHhenujcKe ycJoBe OKpYy)Kema 3ay3Bpar
aKTHBHPA HEKOJIMKO CHTHAJHUX IMyTEBa KOjU cMamyjy nposmdepanujy henuja u mosehapajy
anonTo3y [67]. GPx je Baxkan yHyTaphenujcku eH3uM Koju npeBoau HoOz 10 Boje u nunuane
NEPOKCHJIE 0 OJIrOBapajyhnx amkoxoiia IpeBacXoJaHO Y MUTOXOHpUjaMa, ajlk M Y IUTOCOIY
[68]. HberoBa akTrBHOCT 3aBUCH 0] KOdakTopa - ceneHa. EH3um GPx uMa kipy4HUjy ynory y
WHXUOMpamy Tpoleca MEepOKCHIANMje JHUIUAA, A CTOra IITUTH heluje O OKCHAAIMOHOT
ctpeca. [Toctoju Hajmame ocam GPx ensuma kox jbyu, GPX1-GPx8 [69]. GPx1 je ykibyuena
y pa3BOj ajld ¥ MPEBEHIIM]y MHOTUX OonecTtH, ykibyuyjyhu Tymop, nok je GPx4 je jenuna
TIIyTaTHOH TIEpOKCHAa3a Koja pasrpahyje dochonumumne Xuaponepokcuae HU uMa
MUTOXOH/IPHjCKY HM30(OpMy KOja MOCpeIyje aroNTOTCKH OATOBOP Ha OKCHAAIMOHU CTPeC
[70]. Ocobe ca wumwkom aktuBHomhy GPX c¢y mnpeaucrnonupane 3a o0ciabJbeHy
AQHTHOKCHUIAIMOHY 3aIlTHTYy, IITO JOBOJAW JO OKCHUIAIIMOHOT ollTehema MacHUX KHCEIHHA
MeMOpaHe U QyHKIIMOHATHUX TipoTerHa [71].

[Tpumena mmrocraThka aeakro MHIYKYje OKCHIAIIMOHU CTPEC, U TO MOXXE HUMaTh
no0py u somry crpany. JloOpa je 1a OKCHAAIMOHM CTPEC yClopaBa pacT TyMOpa Tako IITO
cMmamyje Op3uny henmjcke mponudepanuje. To mocTuxke MHXUOUIHMOM Mpenacka henuja u3
GO y Gl a3y, npomyxaBajyhu Gl ¢a3y; ycnopaajyhu mporpecujy kpo3 S a3y,
unxuoupameM [IHK cuHTe3e M HMHXHOMpameM HampenoBama helujcKor IUKIyca Kpo3
PECTPUKIIMOHY TAauKy, IIITO PE3yNTyje 3ayCTaBbamkeM henujckor nmukiyca u yBohemem henuje
y anonTo3y. A Joma, 1a OKCHJIAIMOHU CTPEC HHYKOBaH MPUMEHOM ITUTOCTATUKA IOBOJH JI0
pa3sHUX HEKEJbEHHX M TOKCHYHHX JIjCTaBa KOja IMOHEKaJ OTPaHWYaBajy HUXOBY NMPHUMEHY

[56].
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1.3. Merasodapmaneyrunu

Hakon wucropujckor orkpuha OHOJOIIKE AKTHBHOCTH LUCIUIATHHE, aHTHUTYMOPCKH
MOTEHITMja]l KOMIUIEKCA TIpellasHUuX MeTaja (MetanodapMaleyTHka) je y MOTIYHOCTH
pean30BaH U UCTPAKEH TEK CEAaMICCETUX IOIMHA JIBAJIECETOr Beka [72].

[{ucraTiHa je MPOTOTUIT AHTUTYMOPCKUX MeTajodapMalieyTika U HajeuKacHHU]H je
y JleYehy COMUAHMX KapiuHoMa (jajHHKa, I1aBe W BpaTa, Oemmke, rpauha martepuie u
mumpoma). KnmmHndka yrmoTpeda IUCIIATHHE je OrpaHWu4YeHa JI03HO-3aBUCHUM HEXKEJbEHHM
eeKTUMa,  PE3WCTCHIMJOM H  CHUCTEMCKOM  TOKCcH4Homihy  (HepOTOKCHYHOCT,
XEMaTOTOKCHYHOCT, HEYPOTOKCHYHOCT, KapauoTokcuuHocT) [72]. Pesucrenuwmja, Tj.
HEOCETJHUBOCT TYMOPCKHMX henuja Ha NPUMEHY NHCIIATHHE j€ MOCIeIUIa Pa3TUuIHTUX
on0paMOeHUX MexaHu3ama henuje TyMmopa, KOju crpedaBajy Be3uBame nucriatune 3a JITHK.
Pesucrennumju qonpuHOCH CMameHa aKyMyJialyja HUCIuTaTuHe y henmuju ycien peayKkoBaHoT
yHOCa W T0jauaHor u3balmBama u3 henje myTeM MeMOpaHCKHX TPAHCIOPTHHX MPOTEHHA.
Hakon ymacka muruiatuae y henujy, onBHja ce meHa OwmoakTtuBanuja (omnmazehu xyopo
JIMTaH/IN Ce U3MEHYjy ca MOJICKYJIMMa BOJIE), IPH YeMYy HACTAIH eICKTPOMUIHA, MOHO- HJIH
OmakBa-KOMIUIEKCH (HOpMHpPajy KOBaJCHTHY Be3y ca S-JA0HOpMMAa (METHOHUWH, MENTHAA U
MOJIMNIENTHIN KOJU CaJip:Ke IIMCTEUH, pelyKoBaHH TmyTatuoH - GSH, Meranotuoneusne), mro
pe3yiTyje HHAKTHBAIMjoM muciaTiuHe. KomOMHaIMja OBUX MeXaHW3ama JOBOJH JI0 TOra Ja
<5% mnpuMemeHOr JIeKa J0CIe JO IHMJBHOI MeCTa JIjCTBA, a C O03MpPOM Ha TO Ja je
TEPAIUjCKHU OIICET IHMCIUIATUHE y3aK, Pe3UCTECHIIM]ja ce He MOXe npeBazuhu nosehameM 103e.
Kana ce nucrutarnaa koBanentHo Bexke 3a JIHK u macrany JIHK anykTu, henuje mopajy na
YKJIOHE WJIM TaK MOTY Ja TOJICpUIIy HacTajle NMPOMEHE Kako Ou ce onympie epeKTHma
Jedera, CTora eH3UMH 4uja je yiora jaa pernapupajy Hactane JJHK amykre mmajy 3HauajHy
yJIOTy y HACTaHKY PE3UCTCHIIUje Ha IpUMereHy Tepanujy [73, 74, 75, 76, 77].

Kako Ou ce mpeBasuiia pe3ucTeHIMja U HEXEJbEHa JIeJCTBA KOja Ce jaBJbajy YCIea
Tepanujcke MpUMEHe LUCIUIaTUHE, CIIPOBEJEHA j€ CHHTEe3a U HCIUTUBAKE OpOjHUX aHaora
nucruiatiHe. Ha ocHOBY pesysiTara OBMX MCTpakMBamka M3BEJICHHU Cy TEPANUjCKU 3HAYajHU
KOMIUIEKCH TJIaTHHE - KapOOoIIaTUHA U OKCAIUMIUIATHHA, I0K Cy HeJaruiaTuHa, To0ariaTuia u
XelnTaruiaTiHa 0100peHH 3a KIIMHUYKY yroTpeOy y Jamany, Kunu u Kopeju [73, 78, 79].

JHpyru Hajuenthe kopuntheHn metanodapmaleyTuk, okcaaumiaTuba, je 2002. rogune
onobpena 3a nedewe Il ¢aze kojopekTanHoOr KapuMHOMa HAKOH pPECEKIMje MPUMApHOT
TyMOpa W 3a JIe4eHh€ METaCTaTCKOT KOJIOPEKTAHOT KapluHOMa y KOMOWHanuju ca 5-
GryopoypariioM 1 JIEyKOBOPHHOM. [IpeHOCTH OKCAIMIUTATHHE Y OJHOCY Ha IHCIUIATHHY
Cy mTo uMa OOJbM CHUTYPHOCHHM MpOQMII, MOXE Ja ce NpUMemyje Per 0S U He pa3Buja
YHAKpCHY PE3UCTEHIIN]Y ca NUCIUIATUHOM. MelyTuM, ’eHa nmpuMeHa je nmpaheHna HeKeJbeHUM
eeKTUMa Ha HEPBHU CUCTEM y BUAY MepudepHE CEH30pHE HEyporaTvje U TOKCUYHUM
JICJCTBOM Ha jeTpy, Koje ce MaHu(]ecTyje MOBHIICHUM BPEIHOCTHMA CEPYMCKE acrapTaT
aMHHOTpaHcdepase, alaHuH aMuHOTpaHchepase u omnpyouna [80, 81].

Jlaspa cTparerrja pa3Boja HOBUX MeTasiodapMarieyTHKa, MOTSHIjaTHUX [IUTOCTATHKA,
yCcMepeHa je Ha JU3ajH U CHHTE3y KOMIUIeKCca Mpella3HuX MeTala (He camMo IUJIaTHHE) U
nmpoy4aBamke henmjcKor oAaroBopa y ofHocy Ha mwuxoBy npumeny (Tadema 1.) Toxom
MOCTIeAhe YETUPU JICIIEHUje BEIMKH Opoj KOMIUIEKCAa TMpera3HuX Merana (Pt”/'V, Ru'/mt
AuMTiv et os! Cu““”) JeTaJbHO j€ UCIIUTHUBAH y IN VItro u in VIiVO ekcriepuMeHTHMa, a
HEKH Off BbUX M Y Pa3NuuuTuM (azama KIMHUYKEHX crynuja [79, 82]. Lluss oBakBe cTpareruje
HUje camMO yTBphHBame HHXOBE AaHTHTYMOPCKE AaKTHBHOCTH HETO W TIOCTH3amkbe CHIKCHE
TOKCHUYHOCTH, IPEBA3UIIAKEH-E PE3UCTEHIIU]E U IIUPH CIEKTap J1ejCTBa.
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Ta6ena 1. Mexanusmu henmjcke cMpTH M3a3BaHe KOMIUIEKCHMA TIpenasHuX Merana 2 831

dopmupame agykara JJHK I cu", Ru" AU, co", Pt Ti'V, Os"
Huchynkuuja uuroxpoma C Ir', Pt Ru

Jlenonapu3aruja MeMOpaHe cu", Ru", Ag,
3aycrapibame/oIarame henujckor nukIyca Ru'l/ RuM pt" VvV cu" Co"
Creapame ROS Cu"™ I Ry pevm cgim

BesuBame 3a mpoTeMHE U HHXUOWIIMja IPOTENHA Au cu' co" I pth RuUM

CTpec eHI0MIa3MaTCKOr PETHKYIyMa I pt! Ru"

1.3.1. Komniekcu pyTeHHjyMa Kao MOTeHIUjaaIHu MeTajo¢apManeyTHIIH

Pyrenunjym npunana VIIb rpynu nepuoaHor cucreMa eleMeHara, Kao U POJUjyM,
najgagujyMm, OCMHUjyM, HPHIM]YM M TUIATHHA, KOJH YjeTHO YMHE TUIATHHCKY rpymy Metana [83].
Benuku Opoj KOMIUIEKCHUX jelUMI-CHa elleMeHaTa IUIaTMHCKE TIpyle MeTaja Ioceidyje
aHTHOAKTEPHjCKa, aHTHUIAPA3UTCKa W aHTHUTYMOpPCKAa CBOjCTBA 300T 4yera Cy OBa jeAHIbCHA
Haluia MpUMeHy y Meaunuau [84].

bromomky akTUBHOCT, YKJbY4yjyhM W aHTHTYMOPCKY aKTHBHOCT KOMIUIEKCa
pyTeHujyMa, MpBH Cy mnpeno3Hanid Dwyer u meroBu capaauuim 1950-ux roxuna [85].
[Tocnenmux TOAMHA Cy CHHTETHCaHAa OpojHA jeqUbCHha PYTCHHjyMa W OKapaKTepUCAaHE
BUXOBE AHTUIPONHU(EpPaTUBHE AKTUBHOCTH M MEXAaHU3MHU JEJOBalba IMPOTHB HEKOJIHKO
TUNIOBa TyMmopa. Mel)y TNpBHM HCHUTHBAaHUM KOMIUICKCHMA pPYTEHHjyMa Y TMOTJIETY
IIUTOTOKCUYHOT JigjcTBa cy xJyiopo-amMuHO pyTeHHjyM(IIl) komrmuiekcu Koju Cy CTpyKTypHO
OWJIM MHCTIMPUCAHU IUCIJIATUHOM M CMAaTpajo ce Jia UM j€ JI€jCTBO 3aCHOBAHO MPEBACXOIHO
Ha Be3uBamwy 3a moiaekyn /IHK. U mopen nokazane muroTokcudocTtH, oBu pyteHujym(Ill)-
xmopo-amuao komrniekcH, fac-[RUCI3(NH3)z] (Cxema 1) u cis-[RuCl2(NHz)4]Cl (Cxema 16)
Cy MMald OrpaHuuema 3a iN VIVO mpuMeHy 300T CBOje €JIeKTPOHEYTPATHOCTH M ciade
pacTBOpJbUBOCTH Y BoaH. M3mel)y ocTtanmx pyTeHHjyM-aMHHCKHAX KOMILUIEKCA TECTUPAHUX Ha
IIUTOTOKCUYHOCT MpeMa henujckuM JMHHMjaMa KaplMHOMA Ce Halllla M MO3HaTa IMTOJIOLIKA
6oja, pyrenujym 1peeHo [(NHsz)sRu-O-Ru(NH3)s-O-Ru(NHs)s] (Cxema 1B) 3a kojy ce
cMatpa na uHXuO6upa TpancmopT Ca®' y henmje cemexkTmBHMM BesuBameM 3a Ca®'-
TpaHcropTHe nportenHe [85].

VY nuiby npeBasuiaxema HaBeIeHUX HelocTaTaka, Sava 1 capaJHUIM Cy TU3ajHUpaIn
pyreanjym(Il)-xnopuno kommiekce ca aumerwicyiadpokcuaom (eunrn. dimethyl sulfoxide -
DMSO) xao mnuranaom, Koju cy OMIM pacTBopsbMBHjHM Yy Boau. Ilpu uemy je trans-
[RuCl2(dmso)4] reometpujcku nzomep 6uo 20 myTa akTUBHHUjH O] CiS M30Mepa M TOKa3ao
Mamby aKTHBHOCT IpeMa IPUMapHOM TYMOpY, ali Behy CEeIeKTHMBHOCT U €(UKAaCHOCT MpemMa
MeTactazama. OBa UMIEHUIIA € yKa3alla Ha pa3jiMKy Y MEXaHH3MYy JI€JCTBa PYTEHU]YMCKUX
KOMIUIEKCA Yy OJHOCY Ha CiS W trans komiwiekce IUIaTHHE, IITO C€ JSIUMHYHO MOXKE
00jacHUTH pa3IMKOM Yy KOOpPAMHALIMOHO] reomeTpuju, jep cy pyreHujym(Il) kommexcu
OKTae/apcKe CTPYKType, JIOK je IMCIUIaTHHA KBapu-TIaHapHe [85].

3HauajHUje OTKpuhe MO MUTalky PYTEHHUJYMCKHUX KOMILIeKca poroawio ce 1986.
roauHe, kaaa je Keppler ca cBojum capagHuiMa mo mpBH MyT 00jaBHO aHTHTYMOPCKY
aKTHUBHOCT aHjoHCKOT komruiekca pyrtenujyma(lll), pactBopseuBor y Bomm, (imH)[trans-
RuCls(im)2] (umumazon - im), kacuuje o3HaueH kao KP418 (Cxema 1r) [86]. Edekar
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UHXUOMIIKMje pacTa TyMmMopa OHO je ymopeauB Wi OOJbM O Y4YMHKa IHKiIopochamuia,
IUCIUTATHHE WM S-(iyopoypanuia KOju Cy ce KOPHUCTWIN Kao pedepeHTHa jeanmema.
lonuny nmana kacuuje, Keppler u capamnuinu cy o6jaBuiu na KP418 ucnospaBa 3HauajHy
e(UKAaCHOCT MIPOTHB pacTa KOJIOPEKTAJIHOT aJcHOKapuuHoma mamoBa [87]. Kachuje je
cunrterucan KP1019, [Hind]trans-[RuCls(ind).], (Cxema 1a), crabunan pyrenujym(IIl)
KOMIUICKC KOjH CaJpku JBa WHIasona (ind) koopanHOBaHA 3a LEHTPAIHH METAHH jOH
pyrenujyma(Ill) mpeko aToma azoTa y akcujatHoM nojoxajy. OH je HHXuOHupao pact Tymopa
3a 90%, y3 Mame u3paxeHy TokcudHocT [88], mpu demy je xopwuiiheH mMomesn Tymopa Koju
n00po ocIMKaBa XyMaHH TyMOpP U KOjU HHj€ OCETJbHB Ha aHTUHEOTUIACTUYHE areHCe KOjHu ce
KOpHCTE Yy KIMHHWYKO] IpPaKCH, YKJbydyjyhu nucmimatuHy, ca H3y3eTKOM KOMOHMHOBaHE
Tepanuje S-payopoypanuia/ieykoBoprHa, Koja je mokasana ymepeny akruBaoct. KP1019 je
YMEpEHO pacTBOPJHMB y BOIH, Y KOjOj Ha COOHOj TeMIlepaTypu J0Ja3H J0 CIOpe pa3MeHe
JeIHOT XJIOPHIHOT JIUTaHa 32 MOJIeKyJ Boje. Xuaponusza KP1019 kommiekca ce yop3aBa ca
noBehaweM pH pacBopa, anu je u gajbe JOBOJbHO CTaOWIIaH 3a MPUMEHY IyTeM HHQY3uje
[89]. Hacranum MmoHOakBa KOMIUIEKCH C€ TpPaHCIOPTYjy MOCPEACTBOM ajlOyMuHA U
Tpancdepuna. Panu nosehama pactBopssrBocty y Boau, KP1019 je mpeBeneH y HaTpujyMOBY
co - KP1339 [Na(trans-RuCls(ind).)], (Cxema 1})), koju ce TpeHYTHO KOPHCTH Y KIMHUYKUM
crymjama [90]. KP1019 je ymepeno uurorokcuuas in Vvitro, ca ICso 50-180 uM, koje cy
HemTo Hiwke y mopehemy ca BpemHoctma ICsp Koje Cy KapaKTepHCTHYHE 32 HETOBY
HaTpujyMoBy co KP1339. 3nauajHa kopenanyja npoduia HUTOTOKCUYHOCTH YKa3yje Ha TO Jia
Jiefie CIMYaH HA4YMH JeNIOBamkka, a HU 33 jedaH HU 3a JPYr'H KOMIUIEKC HHje mpoHaleHa
Kopenanuja usMel)y ykymHor yHoca sieka y henujy u murorokcudnoctd [90]. KP1019 je
UCTIOJFHO U3Y3€THY €(DUKACHOCT y CMambEehy BOIYMEHA KOJOPEKTATHOT KaplWHOMA MaIioBa U
mumesa (10 95%), amu 06e3 antumeracratcke aktuBHocTH [91]. IlpBa (asa KIMHHYKUX
ucriutuBaba 3a KP1019 ormouenma je 2003. roamne, y xojoj je KP1019 amnukoBan
WHTPABCHCKH M TPH 4YeMy je HCIosbuo Onary TokcumuHocT [92]. Melytum, 300r Hucke
pactBopseuBocT KP1019, nasma ucnutuBama cy crpoBeleHa ca 00Jbe pacTBOPJBUBUM
nepuBaroM Hatpujyma - KP1339 [93]. Ilpumena KP1339 je Ouna mpaheHa ymepeHoOM
My4YHHHOM | moBchameM HHBOAa KpeaTWHWHa TNpu HajBuiioj mo3u [94]. Hemasuo (2017.
roJIMHe) Cy 00jaB/beHH pe3yNTaT mnpse ¢daze KIuHUUKe cTynuje cnpoBeaene y CAJl y kojoj
je ucnutuBan KP1339, rae ce mokasao kao 0e30eman u 100po mogHonubus [95]. KP1339
KOMILJIEKC je T0Ka3a0 yMEpeHy AaHTHTYMOPCKY aKTHUBHOCT Y3 IpPETIIOCTAaBKy Ja My ce
MEXaHu3aM JIejCTBa 3aCHMBA Ha IWJbalky €HJOIUIa3MaTcKor marepoHa, mporenHa GRP78,
YMjU j€ HMBO BHILECTPYKO NoBehaH y HEKOJMKO KaplUHOMa Kao OJrOBOp Ha CTpec, Te
cMameme HuBoa GRP78 moBoau no anonrosze Tymopckux henuja [91].

HctoBpemeno ca otkpuhem KP1019, Sava ca cBojum capagHuInMa je y HCTPaKUBADY
Ha COJIMJIHUM METAacTaTCKUM TyMOpHMa KOJ MHMIIEBa J0Ka3ao Ja jelumbemha omnTe Gopmyie
Na[trans-RuCls(dmso-S)(L)] (rae je L = NHa3, a3o nim mupuauH), Kao ¥ Make paCTBOPJHHBH
HeyTpanHu JaepuBatéd  (opmyrne, mer-RuCls(dmso)2(L), wn3asumBajy WU3y3eTHO CMambCHE
dbopmupama MeTacTasa y Turyhuma, 0K HUCY MMalld 3HAYajHUJU YTHUIA] HA CMambeHmhe pacTa
npumapHor Tymopa [96, 97]. laska ucTpakuBama Cy HACTaBJbEHA Ca KOMILIEKCOM KOjU Y
CBOJOj CTPYKTYpH CaapXM HWMHJA30 HM KOJU J€ pacTBOpJbMB y Boau Naftrans-
RuCls(im)(dmso-S)] — NAMI, (Cxema 1le), koju je KacHHje 3aMeHCH oJroBapajyhoM comu
umuazonujyma, [Him]trans-[RuCls(im)(dmso-S)], nazsanom NAMI-A (Cxema 1:k).

NAMI-A je Tectupan Ha mumeBuma [96, 97] Ha kojuMa je mOKa3aHO Ja cIpedaBa
pa3BOj U pacT MeracTasa y miuyhuma u Mo3ry y Buiie Mojena tymopa [98, 99, 100]. Cmameme
opoja (40-100%) u Ttexune (70-100%) meractaza MOBENO je OO0 3HAYAJHOT TPOAYKEHA
BpEeMEHa TIPEKHMBJbaBama JICUCHUX MHINEBa, Ma YaK W 10 H3JieUemha y KOMOWHAIMju ca
XHPYPUIKUM yKJIamameM npumapHor tymopa [101]. Hako je NAMI-A moka3ao celleKTHBHOCT
nmpemMa MeTacTazama, Huje npuMeheHa 3HauajHuja THXHOUIIMja pacTa MpUMapHOT TyMOpa, IITO
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ce He MOXKE MPUNHCATH (apMaKOKHHETUIM KOMIUIEKCA, jep Cy KOHIIEHTpaldje pyTeHHjyMa
HaKOH MHTpAllepUTOHEAIIHE IpUMeHe Owuie oko 2-3 myra Bume y miyhuma, jetpu u
OyOpe3uma Hero y Tymopy [102]. Yak u nakon aupektHe unjekije NAMI-4 y macy Tymopa,
CMambeHE pacTa MPUMapHOT TyMOpa je OUI0 YMEPEHO, HAKO j€ KOHIIEHTpaIHja PyTeHHjyMa y
TymMopy Owmna Buma Hero y miuyhuma (rae je KOHLEHTpalnuja Ouiia CIMYHAa OHOj HAaKOH
untpanepuroncande npumene) [101, 103]. Takohe je yTBpheHo ma je CHIKEHE HHBOA
pyrenujyma u3 miyha, jerpe u 6yOpera criopuje HEro U3 NpUMapHOT TyMOp, IITO yKa3yje Ha
jaue BesmBame y TuM TKuBuMa [103]. Mexanuzam naejctBa NAMI-A je BummecTpyk u
noJpasyMeBa WHTEpakuujy ca hemujom Ha BHIEe HHBOA, YKJbY4yjyhu: HMHTepakuujy ca
KOJIAT€HOM U3 €KCTpaLelyIapHOI MaTpUKCca U MHXUOMLIM]Y MaTPpUKC METAJIONpPOTEHHA3a -2 U
-9, 3aTMUM  aKTHBALM]y aaXE3MOHHX MOJIEKyJla - TOMYyT [S-WHTETPUHA, MHTEPaKUHUjy ca
aKTUHMMa, 3aycraBibambe y G2/M dasu hemmjckor mukiayca henwje u Be3uBame 3a
HYKJIEMHCKE KHcennHe - nmokazyjyhu mupextau edext Ha JJHK Tymopckux hemmja. NAMI-A
JIOBOJIM 10 pelyKOBaHEe MOOWIHOCTM MHBAa3MBHUX henMja KaplMHOMa HE3aBHCHO O] THIA
TyMOpa WJIM KIMHHYKOT CTaaujyma OoJecTd, Te je Croco0aH He camMo Ja TpeBeHHpa
dopmupame Meractasa Beh u ja MHXHOMpa HHXOB pacT Kaaa cy Beh ycmoctaBibeHe [85].
NAMI-A je npBH pyTEHHjYMCKH KOMIUIEKC KOjU je ymao y a3y KIMHHYKUX HCTIHTHUBAHA
1999. rogune, ka0 AHTUTYMOPCKH KaHAUAAT IPOTUB Pa3HUX METACTATCKUX COJIMJHUX TyMOpa
(xonopekranHor, wiyha, oBapujyma, maHkpeaca) u Menanoma. [IpBa ¢asza KIMHHUKE CTynuje
je cupoBesieHa Ha HalpoHaIHOM MHCTUTYTY 3a KapiuHoMe y Amcrepaamy [104]. Tlpumena
NAMI-4 je Ouna mpahena 3HauajHOM MYYHHHOM, MoBpahameMm, aujapejoM U Ojarom
peBep3uOMIHOM He(dpoTOKCHYHOIINY Npu HajBUIIMM [pPUMEHUBAHUM Jo3ama. IHade,
npodmn Tokendnoctn NAMI-4 je npyraumju ox OHOT KOjU ce jaBjba KOJ| JIEKOBa Ha 0asu
wiatuHe. PyTeHHjyM ce y KpBM Yy BEJIMKO] MEpPHM Hajla3uo BE3aH 3a MPOTEHHe, IITO je 3a
MOCJETUIly UMAJIO AYXKE 3aJpiKaBambe PYTCHHjyMa y Telly, HErO INTO C€ OYEKHBAIO W3
nperkauHnuknx cryadja [105]. 30or mpumehene crabuim3aiyje OOJIECTH KOJ TEIIKHX
nalyjeHara ca y3HalpeIoBaIMM HEMHKPOIICIYyJIapHUM KapIMHOMOM IuTyha mpenokeHa je
napyra ¢asza KIMHUYKE CTyAMje, Koja je cmpoBeaeHa y mepuoay o 2008-2011. roamne.
MehyTum, 300r jake MydHHHe, ToBpahama U aujapeje Koje je usaszupao, Tperman ca NAMI-A
je mporamieH HeloBOJbHO edukacHUM 3a naby ynotpeOy [106], Tako aa najba ncnuTHBaMma
Hucy cnposesena [91, 107].

WutepecantHo je na HU koMmiuleken KP-tunma, Hu NAMI-A Hucy mpomum Kpo3s
yoOHYajeHr CKPUHHHT IN VIr0 IMUTOTOKCHYHOCTH TpemMa helujcKuM JIMHHjaMa KapluuHOoMa,
HEro Cy ojJMax HCIHUTHUBAaHM Ha aHMMAJIHUM Mojenuma Oojectu. OBaj mocTymak je 6uo on
npecyIHe BaKHOCTH 3a BUXOB JIaJbH pa3Boj, jep HUjeqaH o koMiuiekca pyreaujyma(lll) nuje
HApPOYMTO IUTOTOKCHYAH IN Vitro [91].

MortuBanuja 3a pa3Boj crabwinux pyreHujym(Il) xommiekca je Ouna xumoresa o
akTMBalUMju penykuaujoM. Muoru pyrteHujym(ll) kommiekcu cy mokazana  60Jby
AQHTUTYMOPCKY akKTHBHOCT IN VivO ox oxarosapajyhux pyrenujym(Ill) anamora [107].
HajOpojHuja rpymna IUTOTOKCMYHHMX PYTEHHJYMCKMX KoMmIulekca je rpymna pyteHujym(1l)
apeHCKHX KOMILIEKCa, Koja je pe3ynTaT HCTpaknBama HayuHuka Dyson-a u Sadler-a [72].

Opranomeranne kommiekce pyrenmjyma(ll) ommre dopmyne [(n°-apen)Ru(XY)Z],
rae je XY OugenraTHu xenartupajyhu nurann, a Z je nako oanaseha rpyma najuehme Cl,
CHHTETHCalla je rpyma capagHuka Hayunuka Sadler-a. Vtepheno je nma ca mosehamem
BEIMYMHE KOOpJIMHHCAHOT apeHa mnoBehaBa ce W aKTMBHOCT Komiuiekca. IIpomena
xenmupajyher nuraHma y oBUM KOMIUIEKCMMa MMa BEJIWKH YTHIA] HA FHHXOBY KHHETHKY U
CEJIEKTHBHOCT NpeMa HyKJIeMHCKHM 0azama. Cmarpa ce Ja je HacTajame akBa KOMIUIeKca In
VIVO y BEJMKOj MEpH CYIPUMHPAHO y WHTpAlETyJapHIM TCYHOCTHMA IJIe je KOHIICHTpAIH]je
xyopuaa Bucoka (100 mM), ok y henmjckom jeapy, e je KOHIIEHTpalyja Xjaopuaa Hiwka (4
mM), KomIuIeKe (popMUpa MPETEKHO aKTHBHE akBa KOMIUIEKCE. AKTUBHHM aKBa KOMIUIEKCH
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HACTAajy Kaja Aohe A0 XUAPOJIU3E jeHOT Wi 00a XJIOPHUI0 JUraHIa, HAKOH Yera OHU OUBajy
3aMEHmCHA MOJICKYJIOM BOJIC U Kao TakBU WHTeparyjy ca monekynom JIHK. [IpencraBauk oBe
rpyne je RM175 [(n®-bifenil)Ru(en)CI][PFs], (Cxema 13). RM175 npescrasiba npumMep fa je
yBoheHEeM apoMaTHYHUX JIMraHga W rpahemeM 7m-KoMIuiekca Moryhe mpeBazuhu
PE3UCTEHIIN]Y KOja CE jaBJba y TOKY Tepamnuje IUCIUIATUHOM, jep C€ OCUM KOOPJIUHATHBHOT
Be3uBama 3a MoJiekys JIHK npeko N7-atom ryaHnHa, apOMaTHYHH JIMTAHAW HHTEPKAIAINjOM
UHKOpHopupajy u3mely 6a3uux naposa y monekyny JJHK u Ha Taj HaunH gonpuHOCe HEHOM
Behem omrehemy. MHTepkananuja mpeacTaB/ba apoMaTHYHY WHTEPaKIHjy KOja ce OfBHja
KaJa ce apoMaTHYHU cHcTeM (IMKIyC) MoJieKyna jeka "ymerHe" m3mel)y apomMaTHyHHX
mukryca ©OasHux mapoBa JIHK henmje kapuumaoma. [lpyrum pedwmma, mpeicTaBiba
xunpopoOHe uHTEepakimje u3mely apomaTHyHHX LUKIyca Mojekyna yeka u JJHK-6aza.
WNHurtepkananuja qoBoau A0 moBehama pacrojama usMmely cycemnux Oa3HUX IMapoBa, IITO
MPOY3pOKYje IUCTOP3Hjy XeIMKca M oMeTame Tpanckpuniuje u perumkanuje JJHK. Hakon
KpaTKOT u3Jarama henuja kojopekTanHor kapumHoma RM175 kommnekcy, aonasu 10
BEroBor BesuBama 3a JJHK u mocnequune anonrose henmja ycnen n3mene pS3-p21-Bax myra
[83, 84].

I'pyna opranomeranaux pyreujym(II) xomruiekca koja campxku 1,3,5-tpuaza-7-
dochoanamantan aurang (euri. 1,3,5-triaza-7-phosphaadamantane — pta) je mokasana
yMepeHy IN VItro akTHBHOCT ¥ BPJIO Malld YTHIAj Ha 37paBe heiuje 4ak U y MUIUMOJIAPHO]
KOHIICHTpalWju. Jeaumema ca pfa JWTaHAOM HCIOJbaBajy Mally aKTUBHOCT IpeMa
NpUMapHUM TymopuMa IN VIVO, 1ok umajy ojapeheHu KamanureT Ja peayKyjy rmiyhae
MeTacTa3e HacTalie M3 KceHorpadra kapruuHomMa nojke muina. [Iporotun oBe rpyme je
RAPTA-C, [Ru(n®-p-cymene)Cla(pta)], (Cxema 1m), xoju omrehyje JIHK y 3aBucHOCTH 0n
PH, mTo ce cMaTpa mocjaeIuIoM MPOTOHOBaWka Pta JUranaa, YuMe ce OBO jEeAHbCHE TPEBOIU
y aktuBHHjU oOiuk. C o03upom na je pH 3apaBux henuwja HeytpanHa, a y henujama
KapIIMHOMa 300T XUIOKCUYHHMX YCJIOBa, 3HATHO HIJKA, IITO yKa3yje Ha MOoryhum MexaHuzam
nomohy kojer RAPTA-C Moke J1a HCIOJbM CEJICKTUBHOCT TpeMa henmjama KapiuHOMA.
RAPTA-C cmamyje TyCTHMHY MMKpOBAacKyjlaType, IITO yKa3dyje Ha aHTHAHTMOTEHTH
MeXaHH3aM, KOJUM JOBOAM [0 MHXHMOWIIMje pacTa TyMopa. YMpaBo 3axBajbyjyhu OBOM
mexaHusMmy nejctBa, RAPTA-C je Ha Mozaeny kapiuHoMa KosioHa nocturao 50% unxubunmje
pacta tymopa y ao3u oa 100 mg/kg/nan, MHTpanmepUTOHEATHOM HH]EKIIUJOM, Y3 H00pY
MOJIHOIILJBUBOCT, 0€3 3HauajHOTr ryOuTKa Mace U 0e3 030MJbHUX HYCIOjaBa /10 Kpaja MpUMeHe
tpermana. RAPTA-C je moka3zao epuKacHy aHTUMETACTaTCKy AaKTHBHOCT YIIOPEAWMBY ca
NAMI-A u 605y hapMakOKHHETHKY ca Op>KHM KiupeHcoM HakoH npumene [108, 109, 83].

Lakomska u capagnunm cy passunu nsa pyrenujym(Ill) xommekca koja y cB0joj
CTPYKTYpH UMajy TpuazojonupuMuauH kao Jwuradge (Cxema 1j,k). VYBohemem
BOJIYMUHO3HHJUX CYICTUTyE€HaTa Yy XETCPOLUKIMYHE JIUTaHAe, IMTOTOKCHYHOCT 00a
KOMIUIEKCa je 3HayajHO MoOoJbIlIaHa, IITO C€ Orjie/la y 3HaTHO HMXHUM BpenHoctuma ICsp y
nopehewy ca HUCIIATHHOM U MHOTO 0OJheM HHUTOTOKCHMYHOM e(dekTy mpema henujckum
JUHWjaMa XyMaHOT KapuwHoMma ruiyha m nojke. CmaTpa ce Ja je BUCOKAa IIMTOTOKCHUYHOCT
OBHMX KOMIUIEKCAa Y JHPEKTHO] CIpE3d ca ca HHXOBOM BHCOKOM JunoduiaHouthy, Koja
oJIaKIaBa mposiazak kpo3 hemujcky memoOpany [79].

Pytenunjym(Il) apeHckr KOMIUIEKCH KOjJH Caapike JoI ¥ (PeHMITa30MMPUANHCKE JIUTaH e
(Cxema 14) cy WHEpTHH TNpeMa CYNCTHTYIHUjU JIMTAHAA Yy BOJCHOM pPAacTBOpPY, allkl Cy
U3y3€THO TOKCMYHM O XyMmaHe henuje kapuuHoMa jajuuka M 1utyha. TOKCHYHOCT OBHX
KOMILJIEKCAa C€ MOJK€ NPHUIUCATH HHXOBO] CIOCOOHOCTH Ja Jelyjy Kao KaTalau3aToph
okcupanuje rayratuona (GSH) kuceonukoM, mro moBoau no nosehanor crtBapama ROS u
nocienquuHe hemujcke cMpTh myTem amonto3e. 3a okcupmanujy GSH nmoBosbHE cy
MHUKPOMOJIapHE KOHIIEHTpAIMje OBUX KOMIUIEKca pyTeHujyma. [lo cinnyHom npuHIuIy aemyjy
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OpraHOMETaJIHU apeHa KOMILICKCH pyTEHHjyMa Koju cajpxe Tuosiato juranae (Cxema 1ib)
[83, 85].

Pierroz w capagnuim cy cuHTeTHCANM cepujy pyreHujym(I) mommmupummn
KOMILJIEKCa Koja Cy KOOpJAWHATHO 3acuheHu M cyOoctutynuono mHepTHH (Cxema 1m). OBu
KoMIUIeKCH uMajy BpeaHoctd I[Csp kommapaOwiHe ca HUCIUIATHHOM MPOTHB HEKOJIHKO
pasIMUUTUX NeNUjCKUX JMHHja KapIuHOMa M 4Yak O0Jby aKTUBHOCT IpeMa helnjcKum
JUHMjaMa PE3UCTEHTHHM Ha UuCIUIaTHHY. OBHM KOMIUIGKCH IMJbajJy MHTOXOHJIpPH]jE
KapIMHOMCKHX henrja u MHAYKYjy MUTOXOHAPHjaTHO [TOCPEI0BaHy armomnto3y [79].

Li u capamuuum cy cuntetucanmu cepujy pyrenujym(ll) kommekca koju caapike
nepuBaTte Ouc-OeHsumujazona kao juragae (Cxema 1H). OBU KOMIUIEKCH Cy HCIHUTaHU
OPOTHB HH3a TYMOPCKHMX henMjcKuX JIMHWja M HOpMaiHe henujcke IUHHUje XyMaHUX
¢bubpobaacta (HS68), mpu yemy Ccy UCHOJBHIIHM CEIEKTUBHY IIMTOTOKCUYHOCT MPOTHB hemnuja
TyMOpa W BeOMa MajJy TOKCHYHOCTH Ka HOopMaiHUM henmjama ¢uOpobnacta. MexaHuszam
JiejcTBa UM C€ 3aCHMBA Ha MHAYKLHMJU Kacla3a-3aBUCHE alloNTo3e KapIMHOMCKHUX henujama
MOCPEICTBOM XUIIEPIIPOAYKIIHje cynepokcua [79].

Meggers u capaJHULU Cy IW3aJHUPATIM U CHUHTETHCAIM OpraHOMETalIHE KOMILIEKCE
pyTeHHjyMa KOjU OIIOHAIIA)y CTaypocrnopuH (u3oioBaH u3 Oaktepuje Streptomyces
staurosporeus) - MOTEHTaH MHXUOUTOP MPOTEUH KHHA3a. MIHXMOUTOpPH MPOTEHH KWHA3a Ha
0a3u MeTala Cy W3BEACHM TaKO INTO j€ YIJbCHO-XUApPATHA jEAMHHUIA CTaypOCHOpPHHA
3aMembeHa (ParMEeHTOM KOjU CaAp>KU JABOBAJIEHTHH joH pyTeHujyma (Cxema 1m). Ha oBaj
HAYMH j¢ pa3BHjeH MHXUOUTOP TIMKOTCHCKE CWHTa3a kuHasze 35 - DWI1/2, xoju unaykyje
amonrto3y henuja menanoma [72].

Qian wu capamguuim cy otkpwin aa pyreHujym(Il) kommiekcu koju - campie
¢denanTponun kao jurasa (Cxema 10), ucnosbaBajy aKTHBHOCT IIpeMa pPa3HOBPCHUM
henujckuMm nMHMjamMa TyMmopa. MexaHu3aM JejcTBa UM CE€ 3aCHHBAa Ha aKyMylupamy Y
MHUTOXOH/IpHjaMa U CJEJICTBEHO] MHIYKIM]HU aloITO3€ MPEKO MUTOXOHJIPUJATHOT MyTa, KOjU
ykJpyuyje mponaykuujy ROS, nemomapusanujy MUTOXOHApHjalHE MEeMOpaHe W aKTHBAIIH]y
4aHOBa Kacmasa (amumje [79].

[IUTOTOKCHYHOCT ~KOMIUICKCA pYyTEHHjyMa ca apui-a30-MUPUAUHCKEM (3zZpy)
JUraHaAdMa, JAUPEeKTHO je 3aBUCHA O]l CTpykType. Tpu ox mner moryhux wusomepa
[Ru(azpy)2Cl2] (o, f u y) je okapakTepucaHo, Mpu 4YeMy HUXOBa aKTUBHOCT OMaja o1l y > o >
S m3opopmMu y ckiIagy ca BUXOBOM criocoOHocurhy fa ce uHTepkanupajy y monekyn JJHK.
[Topen oBUX, CHUHTETHCAHO € jOLI HEKOJUMKO HM30MEpPHUX OOJIMKa MYJITHHYKJICAPHUX
KOMILJIEKCa pyTEeHUjyMa ca azpy JUraHamuma, oj Kojux y/y U30MEpHHU OOJIMK MOCeAyje HajBUIIY
IIUTOTOKCHYHOCT, 9ak 30 myTa Behy ox nucmiatiae npema henujama kapiuaoma nojke [83].

Pyrennjym(Il) nonmunupunun xommekc - 7LD1443 wuma nobpy Tepamujcky
e(pUKaCHOCT KOJ KapuuHoMa Oemmnke U TpeHyTHO je y Il ¢da3u KIMHUYKMX HCIUTHBaBba
(Cxema 1m), [107].

Ha ocHOBy 110 caja mo3HAaTUX W JIOCTYIHUX pe3yJiTaTta UCTpakuBama, Moxe ce pehu
Jla KOMIUIEKCH pyTeHHjyMa MMajy BEJIMKHU MOTEHLM]jal 3a ynoTpeOy y Tepanuju KapluHoMa, ¢
003MpOM Ha TO Ja Cy jJeJMHHM KOMIUIEKCH, MOpe] KOMILJIeKca IUIATHHE, KOjU Ce UCIUTY]Yy Y
HekuM (a3ama KIMHUYKUX cTyadja [107].
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Cxema 1. Kommnekcu pyrenujyma(Il/IIl) ca antutymopckom aktusHomhy in Vitro u in vivo [72 79 83-86, 88, 89, 6,
107-110]

22




Y600 Maja Casuh

R, = p-cymene,
> heksametilbenzen
©_© R2 B Ph’ izopropil
\ 2 "NH,

) : 33 I

Cxema 1. Kommnekcu pyrernjyma(Il/III) ca antutymopckom aktusHomhy in Vitro u in vivo [72 79, 83-86, 88, 89, 96,
107-110]
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1.3.2. MexaHu3MH aHTHTYMOPCKOT J€jCTBAa KOMILIEKCa PyTeHHjyMa

Krnacuyau aHTUTYMOpPCKHM areHcH JAeNyjy Tako ITO ce IuibaHo Be3yjy 3a JIHK
MaJurHuX henuja, koje ce Op3o aene. MelhyTuMm, HemocTaTak OBE CTpaTeTHje j€ HHUXOBO
BesuBame U 3a JIHK 3npaBux henuja xoje ce takohe Op30 gene ynme ce y3poKyjy 030HIbHU
TOKCUYHM HexeJbeHH edektu. Penenropu, ¢axkropu pacra, IpOTEHHHU, €H3UMHU U henaujcku
CUTHAJTHY MYTEBU KOjU Cy M0jadyaHO eKCIIPUMUpaHu y henrjamMa Tymopa nmpeacTaBibajy UbHE
MeTe IIpeMa KojuMa ce AM3ajHUpajy HOBU aHTUTYMOpCKHU areHcu. CelleKTHBHA aKTHBaLUja y
TyMopy yciaen onpehenux henmjckux mporeca uin ycie KOHTPOJIUCAHE CIIOJbHE aKTHUBAIH]je
Takohe, IpeacTaBba CTpaTerujy y [W3ajHy HOBUX AaHTUTyMOpCKMX areHaca. Crora,
CrpoBolere ONCEKHUX CTy/IMja O MOHALIAkbY METATHUX KOMILJIEKCa Y OMOJIOIIKUM yCIOBUMA
¥Ma 3a [IiJb J1a OTKPHje HOBE IPUCTYIIE 3a [IMJbaHO JIedeme Tymopa [72, 83].

Kommiekcn pyTeHujyMa cy TNpemno3HaTH Kao epUKacHa alTepHATHBA KOMIUIEKCA
IUIATUHE, KOj€ KapaKTepUlly pa3IuuyduTH MEXaHW3MH JejCTBA, Kao W MOTeHUHWjal 3a
npeBa3sHIakKemhe PE3UCTCHIM]je Ha JIeKOBe Ha Oasu ruiatuHe. [loTBphena in vitro u in vivo
aKTUBHOCT KOMIUIEKCA PYTEHHjyMa je pe3yJTaT HHUXOBE CIOCOOHOCTH J1a MCTOBPEMEHO
MHTEparyjy ca BHIIe HWbHUX MeTa. O4ekuBaHO je Na Kajga je henuje HamagHyTa Ha BUIIE
pasIMYUTUX HAuMHA TO JONPUHECE HHXOBO] CEH3UTUBHOCTH Ha MPUMEHY KOMILIEKCa, ILITO
ynpaBo (¢aBopHu3yje HCIHTUBAKEC TAKBUX jeAWIbEa. MexaHu3aM [ejcTBa KOMILIEKCa
pyTeHMjyMa HOJpa3yMeBa oMeTame perudkauuje u tpanckpunuuje JHK u cnencrseny
aronTo3y, 3aycTaBJbambe NENUjCKOr IUKIyca, JelI0Bamkba Ha TeJOMepe, WHTEepakuujy ca
NpOTeMHUMA U HHXUOUpame easuma [107].

VY (pu3HONOMmKHM YyCIOBUMAa PYTEHHjyM j€ MPUCYTaH y BUIIEC OKCHIAIMOHHUX CTarmbha
(I, IIT u IV) mama, noMuHaHTHO je mpucyTaH y oonuky pyrenujyma(lll), mok ce ocrtana asa
OKCHJAIIMOHA CTalkha MOTY Jako MocTuhu OGuopeaykuujoM (TIyTaTHOHOM U aCKOPOMHCKOM
kucenuHoM) uimn 6uookcuganujoM (O2 m H202). 3axBasbyjyhu pemokc-moTeHIMjady Koju
nocenyjy, komruiekcu pyreanjyma(lll) ce akruBupajy penykuujom kaaa ce Haly y Kuceinom
OMOOKpYXK€lhY Yy KOME BIa/Jajy XHUIOKCUYHM YCIOBM M IOBHMILIEHAa KOHIEHTpaluja
peaykunonux moziekyna. Kaga ce aktuBuu pyrenujym(Il) kommnekce Hahe y 31paBoM TKUBY Y
HOPMOKCHYHHMM YCJIOBUMa, YCJIEJ| IIPUCYCTBAa KHUCEOHUKa okcuaoBahe ce no pyrerujym(IIl)
KOMIUIEKCa KOjH je KUHETUYKU nHepTaH. OBakaB MeXaHM3aM ‘“‘aKTUBallWje PeAyKLIH]joM™ HpPBU
je mpemtoxuo Clarke ca cBojum capagHuiMa, KOjU je Mel)y TpBHMa HCIUTHBAO
PYTEHHJYMCKE KOMIUIEKCE Kao [MOTEHLIMjaJJHE aHTUTYMOpcKe areHce. MexaHuzam
“aKTHBaLM]je PEIYKIMJOM™ ce cMaTpa OATOBOPHUM 32 CEJIEKTUBHY TOKCHYHOCT Ka TYMOPCKUM
henujama [84, 72, 83, 110, 85, 111].

Pytenujym kapaktepuie MOryhHOCT Jja 3aMeHU (YHKLM]y TPOBAIEHTHOT jOHA I'BOXkha
y OMOXEMH]CKUM TIPOIIeCHMa jep UMa CIIOCOOHOCT J1a ce BeXe 3a TpaHCHEpHH U Ha Ta] HAYWH
CEJIEKTUBHO TpaHCHoOpTyje y henMje kapuuHOMa, IITO JOBOAM 10 KOHIENTA Jla PyTEHUjyM
MOXE J1a MCKOPHCTUTH (PH3HOJIOMIKA TPAHCIOPTHH MeXaHu3aM TBokha (Tako3BaHH ,,ITyT
TpaHcdeprHa““) Kao HauMH yJjacka y henuje, npema cTpaTeruju ,,TpojaHcKor Koma‘. OBakaB
MEXaHHU3aM TPAHCIIOpTa je MOoCeOHO aTpaKTHBAaH 3a MOTEHLHJjaTHM JIEK MPOTUB KaplLHHOMA,
jep henuje kapuuHoma umajy Behy norpeby 3a reoxxhem ox 3apaBux henuja, 30or moBehanux
MeTaboNIMYKUX MOoTpeda U CXOJHO TOME eKCIpUMHpajy 4yak 2-12 myTa BHILE pelenTtopa 3a
TpaHcdepuH, unme ce 00e30ehyje cenekruBHOCT Ka henmmjama kapruHoma [112, 113, 91].
UcnutuBamem uaTEepakimje KP1019 u meropor umuaazonckor anainora KP418 ca xymanum
CEepYMCKHM TpaHchepruHoM, y aro oomuky 0e3 roxha (apoTf), mokaszano je na, kaga ce OBU
KOMIUIEKCH BEXYy 3a MPOTeHH, HE J0Ja3W 0 HacTajarba HEpPacTBOPHUX MPOHM3BOJA
nerpaganuje. HepactBopHu mnpousBoau jerpaganuje ce Qopmupajy y (pu3HONOMmKUM
yCIIOBMMa Kao TOcCieaua rpaliema akBa KOMILJIEKCa W Ipolieca oiauromepusanmje [114].
Jlamsa uctpaxuBama y noryeqy Besuama KP1019 3a cepymcke npoTenHe y KpBH, HUCY Aajia
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pe3yJaTare KOju MOTBPhYjy peleBaHTHOCT MPEAJIOKEHOT ,,TpaHcdepuHor myTta™ [115, 116].
Kacuauje je yrBpheno na ce KP1019 Op3o Besyje 3a XyMaHH CEpyMCKH aJOyMHUH, KOJH j€
HAj3aCTyIUbCHUJU TMPOTeHH Yy MmiazMu. C 003MpOM Ha YUICHUIY Ja Cy KOHIICHTpaluje
tpancdepuna y kpsu 15-20 myta Mame 01 KOHLEHTpalja al0yMHHA, UCIIOCTAaBHIIO CE J1a je
nporeHar KP1019 koju je Be3an 3a TpaHChEpHH BpJIO Mald A0 YKYIIHE NPUMEHEHE
komuunHe KP1019 xommiekca. OBo oTkpuhe 10AaTHO YMHH MEXaHU3aM ,,TpaHC(EepUHOT
nyTta“ Mame BepoBaTHUM [116].

[TocToju mpermocTaBka Ja ce IMJbaHa JOCTaBa KOMIUIEKCA pyTeHHjyma y hemnmje
KapIIMHOMAa MOJKE CIIPOBECTH TOCPEICTBOM ajnbymuHa, 3axBasbyjyhu ¢enomeny mosehane
IPOIYCT/BMBOCTH U 3aJpiKaBamba y peruju 3axsahenoj kapuuuomom [117]. Kepler je o6jasuo
KPUCTAIIHY CTPYKTYpY anykTa kKoju Hactaje usmehy KP1019 u xymaHor cepyMckor anoyMuHa
[118], rme ce Buau 1a ce aBa ,,0roJbeHa™ joOHA pyTEHHjyMa BE3Yjy 3a XUCTHIMH Ha IMO3UIHjamMa
146 u 242, xoju ce Hana3e yHyTap XuApodoOHUX TiermoBa ajndOymuHa. 3axBasbyjyhui OBHM
Hajla3MMa, MPEUIOKEHO je Ja XyMaHH CepyMCKH alOyMHH 3auCTa MOXE Ja MOCIYKH Kao
TPaHCHIOPTEP 32 jeANbEha ca PyTEHUjYMOM H J1a IpU ToM 00e30eau oapeheHy celeKTUBHOCT
Ka TyMOpY, 300T Tak03BaHOT eeKTa [ojauyaHe MpoIyCT/bUBOCTH U 3aapkaBama [91]. Cryauje
CIpOBeJIeHe Ha npeunitheHuM npotenHuMa cy nokaszaie aa ce NAMI-4 (weros akBa 001uK)
YBpPCTO Be3yje 3a XyMaHH CEPYMCKH TpaHCHEpUH M XyMaHH CEPYMCKH aIOYyMHUH,
dopmupajyhu crabunne amykre. IIpBodutHOo ce cmarpano na NAMI-4 HakoH Be3uBama 3a
anOyMHH Y BEJTUKOj MEPU UJIU YaK Y MOTIYHOCTU r'yOu Ouosomika 1 papMakoIoIiKa CBOjCTBa
[119]. Mehytum, nanac je nosnato na aayktu Qopmupanu usmehy NAMI-4 u xymanor
CEpyMCKOT alOyMrHa UMajy 3ajpkaHe papmakononike edhexre Ha heiarjckoM HUBOY, KOJU Cy
MOBE3aHM Ca ErOBOM aHTHMeTacTarckoMm aktuBHomthy [120, 121]. Takohe, o00a
pyrenujym(IIl) xommnekca, KP1019 u NAMI-4, y HacTanum amykTuMa MPETEKHO OCTajy Y
OKCHIAIIMOHOM CTamy +3 M MOpe]] XUIoTe3e O ,,aKTUBAIUjU penykuujom™ [122].

[TocTuzame GMONIOIIKOT OATOBOPA HAKOH MPUMEHE KOMILJIEKCa pyTeHHjyMa, OJIBUja ce
y Bumie (aza. [Ipupona m Haenektpucamwe juranga komruiekca pyrtenujyma(ll/IIl), umajy
Ba)XXHY YJIOTY Y KHHETHILIM W3MEHE JINTaHJa MOJIEKYJIoM Boje. Y yio3u oanaseher nuranmia ce
YecTO Hajla3d aTOM XJIOpa, KOjH Yy TPOLECY XHUAPOJiH3e OWBa 3aMEHEH MOJIEKYJIOM BOJE,
dopmupajahu  akTMBHM aKBa KOMIUIEKC KOjU JIaKIle UHTeparyje ca eHJOT€HUM
OMoMoJIeKyJIMMa W Ha Ta] HA4MH OCTBapyje OHMOJOLIKM OJroBOp. 3axBasjbyjyhu BHCOKO]
KOHIIEHTPALUj! XJIOPUIHHUX jOHA Y eKCTpalelyJapHO] TEYHOCTH, KOMILJIEKCH pyTEeHHjyMa ce
NPUIMKOM TPAHCIIOPTa Hajla3e JOMWHAHTHO y Mamke PEaKTHBHOM XJIOPO-OOJHKY, a OM 1O
ynacky y henujy y Kojoj je KOHIEHTpaluja XJIOPUIHUX jOHA HMJKa MOJUIETNIM KOHBEP3UjU Y
peakTuBHe akBa-oOnuke (Cxemm 2). Hactanmm akBa KOMIUIEKCH JIakIle MHTeparyjy ca
€HJIOTeHUM OMOMOJIEKYJIMMa U Ha Taj HAYMH 0CTBapajy Ouosomku oaropop. OBe HHTEpaKIINje
ce OJBMjajy Ha HHMBOY KpBHE IUIa3Me, ekcTpauenyinapHor martpukca (ELIM), mospumze
henujcke MmeMOpaHe, UTOIIA3ME U jeipa.
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Cxema 2. CymapHHU niprKa3 Moryhe nHTepakimje KoMmruiekca pyreanjyma (L-neonnasehn muranmm; X-ommazehn
JMraHa) ca OMOMOJIEKYJIMMa Ha Pa3IMYUTHM helnjcKuM HUBoMMa -,

Brabec u rpyna meroBux capagauka cy 2001. rommHe CHOpOBENH CTYIHjy Koja je
ananusupana unrepakuuje KP1019 u NAMI-4 ca monexynuma JIHK y menujymy 6e3 henuja.
Pesynrat cy mokazanu na ce o0a jeumema pyTeHHjyMa HPEBEP3UOMIHO KOOPIUHHIIY Ca
JHK, anu ce muxoB HauuH Be3uBawa 3a JIHK 3HaTHO pasnukyje ox HaumHa Be3MBamba
mucriatuae 3a uetu mostekyir. NAMI-4 ce Besyje 3a JIHK in vitro suatHo 6pxe ox KP1019 u
UCIUIATUHE, Y CKIaJy ca HeroBoM BehOoM KHHETMYKOM peakTHBHolIhy, ¢opmupajyhu
OudyHKIIMOHANIHE WHTpallaHuaHe aayKTe Ha aBocTtpykoMm xenukcey JIHK, mok je cmocoGHOCT
KP1019 na ¢popmupa takBe agykre 3HaTHO HUXka. Mako BeauBamwe KP1019 u NAMI-4 yTuue
Ha cTpyktypy AHK, xoHdopMammone npomMeHe n3a3BaHe PyTEHHjYMCKAM KOMILIEKCUMA CY
Mambe OJ OHHUX KOje Y3POKYyjy KOMIUIEKCH IUIaTHHE, LITO pEe3yiTyje Mame 030M/BbHUM
omrehemwem JIHK. Takohe, yHyraphenmjcka akymynanuja pyTeHHjyMa M BE3UBamE 3a
monekyn JIHK je oko 4,8 u 42 myta Mame 0J] OHOT 3a0eNIeKEHOT KOJI MPUMEHE ITUCIUIaTHHE
[91, 123].

Ilo3Hato je W Ja ce HEKM JAMHYKIEApHU M ToJuHyKieapHu pyteHujym(Il)
MOJUIUPUINIT KOMIUIEKCH CTaOWIIHO BEXY 3a KpajeBe jeTHOJaH4YaHEe XyMaHe TeJIOMEpHe
JHK, omnocHo G-kBanpumiekc (G4-JJHK) crpykTypy Ttenomepa, Koja ce cacToju on
noHaBsbajyhux cexkBeHnu Ooratux ryanuHoMm — 1 TAGGG. Temomepna JIHK ce ckpahyje
nocje cBake feobe henuja 1 HAKOH KpUTHYHOT cKpahuBama Tenomepa, henuje npecrajy aa ce
Jienie ¥ J0J7a3u A0 BUXoBe amomnrose. Tenomepasa, MehyTum, onpikaBa AyKHHY TEIOMEpHE
JAHK u npexkomepHa ekcripecuja OBOT €H3MMa omoryhaBa henmjama kapumHOMa Ja ce
HEOTPaHUYEHO pEIUIUKYjJy U Tako nposudepuiry. Besusawe pyrenujym(Il) monunupunnn
KomIuiekca 3a G-KBaJpHIUIEKC CTPYKTYypy TeloMepa WHXHOMpa aKTUBHOCT TeJoMepase,
omokupa pyskiujy perumkanuje JJHK u cnpeuaBa na Hopmanne henuje mocrany 6ecMpTHE
tymopcke henmje [107].

Kommexkcu pyreHujyma wumajy ©u  J00py HHXHOUTOPHY aKTHBHOCT Ipema
TOTIOM30MEpa3Hu, Me)yTuM y HEKHMM cTyaujama MOKa3aHo je Ja MHXUOWIMja jeJHOT THIa
Toron3oMepasze, moBehaBa akTHBHOCT Apyrux. Paam mpeBasmiakema OBOT Mpoldiiema,
CHUHTETUCAHU Cy KOMIUIEKCH pyTeHHMjyMa KOju MHXuOMpajy obOe Tomouszomepase, 10po I u
Topo II, uume ce 3HauyajHo mxubupa mponudepaija Tymopckux hemuja [124]. Batum cy
JM3ajHUpAaHN KOMIUIEKCH PYTEHHjyMa ca JIBOJHUM MHXuOUTOpHUM edpektoM Ha G4-/IHK u
Topo, ynMe ce MOCTHKE CHHEPTHja y aKTHBAIMjH aronTo3e TyMopckux hemuja [125, 91].

[Topen Tora, OTKpUBEHO j€ J1a C€ KOMIUIEKCH PyTEHUJyMa aKyMyJIMpajy y opraHeiama
Kao IITO Cy MHTOXOHJPHj€, SHIOIUIa3MaTCKH PETHUKYIyM, JH3030MU U jeapo [126, 127].
Bbpojue cryauje cy oTKpuiie aa Cy MUTOXOHIpPHjE METa PYTEHH]YMCKUX KOMIUIEKCA, 3aTO IITO
KOMIUIEKCH pPYyTEHHjyMa MOTry Op30 Ja CHuU3e MEMOpaHCKHM MOTEHIMjall MHUTOXOHJPH]a,
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noBogehn 10 auchyHKIMje MHUTOXOHJIpPHja WM aKTUBAlMje MHUTOXOHAPHjAIHOT IIyTa
amonro3e. CiaeacTBEHO, 0Baj ehekaT MPOMOBHIIIE €KCIIPECH]Y MPO-aloNTOTCKUX wiaHoBa Bcl-
2 ¢amunmje, ocnobahame muroxpoma C M aKTUBAIM]y KacKaJHUX peakiyja YiaHOBa
damuamje Kacmasa, Kako OM ce H3a3Bajga amomnro3a Tymopckux hemmja [128, 129].
Ennonna3smarcku peTHKYJIyM je KJby4yaH Y amonTo3d TYMOpPCKHX henuja, aytodaruju u
PE3UCTEHIIM]H Ha JIEKOBE 300T Yera je MeTa aHTUTYMOPCKUX ucTpaxkuBama [130]. Kommutekcu
pYTEHHjyMa MOTY Jia IJbajy CHJOMIa3MaTCKU PEeTHKYIYM, N3a3UBajyhn OKCHAALMOHU CTPeC
U HHAYKIH]y armonTo3e TYMOpPCKuX henmja akThBaldjoM 4iaHoBa (amuinje kacmasza [131].
ok, crpykrypa henujcke memOpaHe, MOpea TOra IITO PEryJvIIe yla3ak MOJEKyJa JeKa y
hennjy, Ttakohe ce moHamia W Kao MeTa MOJIEKyJa JieKa, cTora cy OpojHa HCTpakKMBamba
MOTBPJWJIA Jla KOMIUIGKCH pyTeHHjyMa ITUPEKTHO Jeinyjy Ha henmjcky wmemOpany,
noBehaBajyhu BbEeHY MPOMYCTJBHBOCT IITO 3a MOCISAUIlYy MMa MHAYKIH]Y aromnrto3e hemwuje
[132, 91].

[To3nato je u na Heku koMmiiekcu pyteHujyma(ll) nemyjy kao HHXUOUTOPH M0jeAMHUX
NPOTEUH KWHA3a U J]a Ha Taj HA4WH OCTBapyjy aHTUTyMOPCKY akTuBHOCT [133, 134], kxao Ha
npumep DW1/2, xoju je MHXUOUTOP TIMKOT€HCKEe CHHTa3a KWHa3e 33 U CHa)kaH aKTUBATOP
npoTerHa pS53, Te MHAYKYje amonTo3y MOCPEICTBOM MUTOXOHJIPHJATHOT MyTa KOJ XyMaHUX
XEMOPE3UCTEHTHUX henuja MenaHoMma, Kajia ce MPUMEHH Y HAHOMOJIAPHUM U MTUKOMOJIAPHUM
KOHIIEHTpalujama [72].

XyMmaHa THOpeIOKCHH peaykrasa (enrir. Human Thioredoxin Reductase - hTrxR) je
HUKOTHHAMH]| ajieHuH-TuHyKi1eotua-¢pochar (NADPH) 3aBucan ceneHOCH3UM YHjU je HUBO
MOBUIIEH y OpOJHUM XyMaHuUM TyMopckuM henujckum mnunHuja. Mma ymory y MHOTUM
henmujckuM mporecuMa Kao MITO Cy MHTPALENyJapHH CUTHAIHU ITyTEBH, aHTHOKCHIAIIMOHA
3alITUTAa M PEJOKC XOMEOCTa3a, CTOra MOXE Jia IMOCIY)KH Kao IMJbHA MeTa 3a JIEjCTBO
aHTUTYMOpckux areHaca. Pyrenujym(Il) momunupuamn komiiekc ca 2-(peHWIMMUIA30JI-
(EeHAHTPOIMHCKUM JIUTaHAOM MMa aHTUIPOIH(EPaTUBHO AEJCTBO HA XyMaHE MEJIaHOLUTE,
Koje je mociemuiia naxuounuje hTrxR [135].
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1.4. TokcMYHOCT HHAYKOBAHA IPUMEHOM MeTanogapManeyTuKa

AnTunponudepaTiBHE eekaT MHOTHMX LUTOCTaTHKAa pEe3yJiTaT je JIejCTBa TOKOM S
daze henmujckor nuximyca u omrehema JJHK. YmpaBo u3 pasiora mro je HBHXOBO TJIABHO
UTOTOKCUYHO JIE]CTBO MOCIIEANIIA YTHIIaja Ha NenjCcKu HUKITYC, OHU WHXUOMPAjy pacT CBHX
3IpaBUX TKHBa 4uje ce hemmje Op3o zaene, y3pokyjyhu Tako ommre TOKCHYHE edekTe, Kao
IITO Cy: TOKCHYHO JI€JCTBO HA KOCTHY CpPXK (MH]jeIIOCyIIpecHja), OTeXKaHO 3apacTame paHa,
ryouTtak Koce, omreheme enurena 1peBa, CTEPUIHOCT, TEPATOr€HOCT, 3ayCTaBJbabE pacTa
kox aere [1].

bpojuu murToroctaTtuiu, mehy kojuma je W UMCIIaTHHA, Hajuenihe KOpUITheHH
MeTanodapMaleyTuK, Cy jeaH OJf MpHUMepa uYuja jé CHCTEeMCKa TOKCHYHOCT IIOBE3aHa ca
penokc aucbanancoMm kojy uuaykyjy [136]. ITocaenuiia HHAYKIIHjE OKCHIAIIMOHOT CTpeca Cy
TOKCUYHH €()eKTH Ha pa3Ha TKWBA M CUCTEMCKE OpraHe KOju ce MaHU(ECTY]y Kao HeKebeHa
nejcrra [137].

JenHo on Hajuemhux HEXKEJLEHUX JIejCTaBa UCIUIATHHE j€ HePPOTOKCUIHOCT. AKyTHA
OyOpexxHa uHCyuuujeHnuja ce japsba ko1 20-30% mnanujeHara Je4yeHUX HUCILUIATUHOM, KOja
Kaga ce jaBum mnoBehaBa pU3MK 3a pPa3BOj XpoHHYHE OyOpekHe WHCy(UIUjeHIHje u
MopranuTeT. LlycruiaTiHa ce eNMMHHUIIE W3 OpraHu3Ma IyTeM OyOpera riomepyiapHOM
¢urTpanujom u TyOynapHOM cekpenujoM. YnmeHna qa NMCIUIaTHHA JTOCTHKE BUIIECTPYKO
BHUIIIE KOHIIEHTpalrje y OyOpe:KHOM TKUBY HEro y KpBH yKa3zyje Ha aKTUBHY aKyMyJalujy
neka y henmjama nmapenxuma OyOpera. McrpakuBama Ha aHUMaJTHUM MOZETMMA TOKa3yjy Aa
[UCIUIATUHA TOJJIEKEe METa0OTUYKO] aKTUBAlUju y OyOpery 10 MOTEHTHHjer TOKCUYHOT
metabonuTa. OBaj MpOIEC 3aMOYNbE CTBAPAKHEM KOIbYraTa ca IIyTaTHOHOM Y HUPKYJIAIWju
HOJ] JI¢jCTBOM IIIyTaTHOH S-TpaHcdepase. [IpuimkoM mposacka Komwyrara IiIyTaTHOHA Kpo3
OyOper OHM ce pa3iaxy A0 KOomyrara HUCTCHHII-TJIUIIMHA TOJ JE€JCTBOM Y-TIIyTaMuJI-
TpaHCHENTHa3e Koja je eKCIpUMHUpaHa Ha NOBPIIMHU henuja NpPOKCHUMAaIHMX TyOyJa.
Komyrarn nmucTeMHUII-TIIMIIMHA C€ JJajbe aMHHOJMIICNITHIa3aMa MeTa0oJUIIy 0 KOmyrara
LUCTENHA, KOJU C€ TPAHCHOPTYjy y henuje mpokCcUMaIHUX TyOyJa, I/ie ce Jajbe MeTaboIHITy
noMohy LMCTEMH S-KOBbYroBaHe f-nMa3e J0 BHCOKO pPEaKTUBHUX MOJEKyJa THOJIA.
W neHTnduKoBaHoO je BUIIE pa3IMYUTUX MEMOpPAHCKUX TPAHCHOpTEpa KOjUu Cy OJTOBOPHU 3a
TPAHCIIOPT IWCIUIaTHHE y henuje, a Haj3HAYajHUjU cy TpaHcmoptep Oakpa (enri. Copper
transporter - Ctrl) u oprancku KaTjoHCKH TpaHcmopTep y 0yOpesuma (enrn. Organic Cation
Transporters — OCT) [138]. Tpancmopt ce MOKe OJBHjaTH W MACHBHOM IU(Y3HjOM KpPO3
JUNUAIHY MEMOpaHy eNMUTeNHUX henuja MpOKCUMAaIHMX TyOyna. Y peHaTHUM eNUTEIHUM
henujama nucHIaTHHA MOJyIekKe METaO0JIMYKO] aKTUBALIU]H 10 BUCOKO PEAKTUBHUX MOJIEKYJIa
KOjU yTH4y Ha henujcku aHTHOKCHAAIMOHU cucteM. [IpoMeHe koje ce jaBibajy MaHudectyjy
ce cmameHoM aktuBHouthy SOD, CAT, GPX u cmamewmem koHueHtpanuje GSH, GSSG u
NADPH. OBe npomeHe yTudy Ha pa3nuuuTe helrjcke KOMIIOHEHTE M MaKpOMOJIEKYJIe
y3pokyjyhu ¢yHKIMOHAaTHA M CTpYKTypHa omTehema mnporemHa, nunuaa W hemujckux
opraHena Kao ITO CYy MHTOXOHJIpHje W CHIOIUIa3MaTCKU peTHKyimyMm. Hedporokcmunoct
IUCIIATUHE JTIOBOAM JI0 MTpOMEHe Opoja M BEIMUYHHE JIN3030Ma M MUTOXOHJIpH]ja, mopemehaja
henujckor MHTETPUTETA U TOJAPHOCTH, JACIIOKATU3aIHje MEMOPAaHCKIX TPOTENHA Kao IITO j€
K*/Na* ATP-aza, cmamema Opoja akBaloOpHHA, KOjU Cy OJIrOBOPHH 3a IPOMEHE IMpH
KOHIEHTpUCAky YpHHA. 3aBUCHO O] J103€, IMCILUIaTHHA MOXe Hu3a3Bartu omreheme henuje
wii henmjcky cMmpT, Tj. ayrodarujy, anontosy u Hekposy. Kao oarosop Ha HMCIUIATHHOM
n3a3BaHa omrehema, moBehaBa ce 6poj muTokmHa (MeaujaTopa nHpIamanuje), mosehasa ce
Opoj JleyKoLuTa M J10J1a3u JI0 aKTUBAIMje Pa3IMUMTHX pelenTopa IITO JOBOAM 0 Mpoleca
undnamanuje [139]. Yenen HehpoTOKCHYHOCTH KOja je MHAYKOBaHA IMCIUIATHHOM, J0JIa3U
70 jakor MH(pIaMaTOpHOI OAroBOpa M ociobahama Benukor Opoja MPOMH(IAMATOPHUX
IIMTOKWHA U XeMoKuHa. MH(paamaiyja 1onpruHOCH HACTaHKY PEHAIHOT omTehema U pa3Bojy
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OyOpexxHux obosbema. HcerpaxuBama cy mokazama ga [NF-o mma kibydny ynory y
perynucamy HHPIAMaTOPHOT OJIrOBOPAa TOKOM IUCIUIATHHCKE HEQPOTOKCHYHOCTH U TPUMEHA
dapmakomomkux MHXUOMTOpa M aHTUTena npotuB TNF-a cy30ujajy mpoayKuujy ApYyrux
IMTOKMHAa W Ha Taj Ha4YuMH JONPHHOCE cMamemy omrehema OyOpera. Ilopehana
koHueHTpauuja TNF-o o6uuno je mpahena u 3HauajHuM mopactoMm KoHIieHtpauuja IL-8, IL-
1B u IL-18 y henujama OyOpexHOT mapeHXUMa ITUCIUIATHHOM TPETUPAHUX KUBOTHIHA, KOj€
JOJIaTHO TIOACTHYY WHQIIaMalMjy W [UCIUIATHHOM WHAyKoBaHO omTeheme OyOpera.
IToxazano je ma antumHpaamaropau 1uTokuH |L-10 moBomm 1m0 cmamema omTehema
OyOpexHOr TKMBa Koje mHaykoBaHO IucruatuHoM. [lopen IL-10, IL-6 ce takohe cmartpao
BO)XHUM aHTHU-MH(IAMATOPHUM LUTOKUHOM KOjU MOJKE J]a 3aIITUTHTHU OJf HEPPOTOKCHYHOCTH
n3a3BaHe nucriaTiHoM. CaMa mpuMeHa IUCIUTaThHE u3a3uBa noBehany mpoayknujy IL-6 y
omrehennum OyOpe3uma, Koja  pe3yiTyje moBehaHoMm perynanujoM aHTHOKCHIAIMOHHUX
eH3uMa y mHGIaMupaHoM OyOpeXKHOM MapeHXHWMYy, IITO CIpevaBa Jajbu pa3Boj OyOpexHe
muchyHKIMje. AHaOTHO ToMe, reHeTcka Aenenyja |L-6 3nagajuo cmamyje aktuBHOCcT SOD u
noBehaBa ekcmpecwjy Mapkepa OKCHIAIMOHOT cTpeca y OyOpesuma omreheHum
nuciulaTHHOM. [IpuMeHa aHTHOKCHAAHTHUX CYTICTaHIM MOKe yMamuTH omutehema OyOpera
M3a3BaHa IMCIUIATUHOM, MOTBplyjyhu BaskHy yJOTy OKCHIAIIMOHOT CTpeca y HHXOBOM
pasBojy [140].

[lpumeHa BHCOKHMX [103a IUCIUIATHHE JOBOAM JO XEMAaTOTOKCHYHOCTH YCIeT
unayknuje nosehane npoaykuuje ROS, ca nocneanunum omrehemeM (QyHKIM]jE U CTPYKTYpe
MUTOXOH/IpHja. Pe3ynratu umcTpaxuBama Ha W30JOBAHMM XEMATOIMTHMA MaloBa KOjU CY
TPETHpaHW LUCIUIATUHOM  yKa3zyjy Ha MHIYKOBamkbe METa0ONIMYKUX [poleca Y
MHUTOXOH/IpHjaMa, IOpacT OKCHIAIIMOHOT CTpeca KOju jeé Y3pPOKOBaH HW3MEHCHUM
AKTHBHOCTUMA PECHUPATOPHUX €H3MMA Y JETPH M MOCIECINYHO TOKCHYHE epeKTe IHUCIUIaTHHE
Ha xemnarouute [141]. Kon mamoBa TpeTMpaHUX IUCIUIATUHOM 3a0eleeHe Cy MOBHIICHE
BpPEIHOCTH Mapkepa JunujaHe nepokcupanuje (MDA) u  cHM)KEHa  aKTUBHOCT
aaTnokcumaimonnx ensuma (SOD m GPX) m GSH y TkuBy jerpe mamoBa, a y cepymy
NOBMIIIEH HUBO acmaptaT amuHoTpaHcdepase (ACT) u ananun amuHoTpaHcdepase (AJIT)
[142].

Kapnuorokcnunu edexTu mucmiaTiHe cy Takohe mociaenuia peioke aucbasanca Koju
W3a3MBa, KOjU Ce UCIO0JbaBa Kpo3, MoBehaHy MPOAYKIIH]y CYNEpOKCH T aHjoH paaukana (027),
xunpokcnn pagukana (OHe) u Bononuk nepokcun (H202), mopact HMBOa ManoHWIANIEXUIa
(MDA) u c npyre ctpaHe cmameme HuBoa aHTHokcunaHaca (GSH, SOD), mro cBe 3ajeiHo
n0BoIH 110 omteherma kapauomuormra [143, 144].

Hpyru Hajuemhe kopuurhenu MetanopapmaleyTHK, OKCATUILIaTHHA, Takohe moceayje
XEMaTOTOKCUYHO JIejCTBO. Pe3ynratu cipoBeieHnX CTyuja Moka3yjy Ja XeMHoTepanuja Koja
CaJlp’)ku OKCAJIMIIATUHY MOXKE MPOY3POKOBAaTH CHHYCOMJI&IHY AWIaTalujy Kojx 4dak 78%
nanujeHata. HakoH mpumeHe okcanuruiaThHe, 3a0enekeHa je moBehaHa croma amonTose
eHJIOTeTHUX henuja mTO JOBOJAM 10 MoBehaHe MPOMYyCT/BUBOCTH 3HJI0Ba KPBHHUX CyAOBa U
eKCTpaBazalfje epUTPOIHNTa y TIEPUCHHYCOWJATHH TPOCTOP M TAJOKEHha KoJjareHa IITO
pesyiaTyje pas3BojeM IepucuHycoujanHe (¢ubposze. Jlumaranuja NEepUCHHYCOUIATHOT
MPOCTOpa IOBOH 10 eMOOJIM3aIi]je CHHYCOH Ia U OJIOKHpama MPOTOKa KPBU KPO3 Majie KPBHE
CyIoBe y3poKyjyhu XemaTHMuKy KOHTeCTH]y, JAWJaTalyjy CHHyca M  IOCIEAMYHO
OTICTPYKTHUBHHU CHHIPOM. TauaH MeXaHW3aM KOjUM OKCAIMIUIATHHA W3a3WMBa CHHYCOWJIATHU
OTICTPYKLIMOHU CHHIPOM M JlaJbe HHje y TOTIYHOCTH pazjaiimeH. [IpermocraBiba ce na
noehana mnpoaykimja ROS m mpaxmeme aernoa TIIyTaTHOHA Yy €HAOTEITHHM hemijama
CHHYCOHUJIa Y3pOKYje TojadyaHy aronrto3y oBux henuja, Ha Taj HauMH JoBojehu 1o omrehema.
[Topen Tora, okaJMIUIaTHHA TOBOJAHM M JIO YCXOJHE peryiamuje W moBehaHe aKTUBHOCTH
MaTpUKC MeTajonenThaaze-9, mTo JOJaTHO JONPHUHOCH pa3BOjy  CHHYCOHJIATHOT
OTICTPYKITMOHOT cHHapoma [145].
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OxcuaaIony cTpec WHAYKOBAH MPUMEHOM IIMTOCTATHKA TIOPE TOTa JIS)KH Y OCHOBHU
BehnHe HEXEJbeHHX J¢jcTaBa, OMETameM henujckuxX (yHKIUja, TOMYyT HampeaoBama

henaujckor IMKIyca M amolTo3e, MOXE Ja yTHYe M Ha CMamembe MOTEHTHOCTH CamMor
urocrartuka [56].
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2. HIMJBEBU UCTPA’KUBAIBA

OCHOBHM IMWJb HUCTPaXMBamka je Ja ce HchuTa aHTHUTyMOpcku edekar pytenujym(ll)
TEPIUPUANH KOMIUICKCAa Ha XyMaHe U Mulilje henujcke JHHUje KaplruHOMa KoJIoHa IN Vitro n y
AQHMMAJTHOM €KCIIEPUMEHTAITHOM MOJISNTy KaplIMHOMa KOJIOHa MHUIIa iNn Vivo.

Yy CKiIaly ¢a OCHOBHUM LIUJBEM ITOCTABJbCHU CY cnez[ehn CKCIICPUMCHTAJIHU 3aJallHn:

1.

YTBpAUTH IHUTOTOKCHYHY aKTUBHOCT pyTeHujyM(Il) TeprnupuauH KoMIUIeKca Ipema
muiijoj (CT26) u xymanum henujckum TuHHjamMa KapipHoma koimona (SW480, HCT116),
Kao ¥ MUIIjUM Me3eHXUMaTHUM MaTiuuHuM hemujama (MMSC), in vitro.

YTBpauTH TOMHHAHTaH THI henrjcke CMpPTH KOju Hactaje ycien npumene pytenujym(Il)
TEePIUPUINH KOMIUIEKCA U BUXOB yTHIA] Ha helnujcKu IMUKIYC UCIUTUBAHUX henmjckux
JMHU]a.

YrBpautu ytunaj pyrenujym(ll) TepnupuanH KOMITIEKca Ha IPOTPECH]y XETEPOTOIICKOT
KaplIMHOMA KOJIOHA KOjH je HHAYKOBaH cyOKyTaHOM HHjekuujoM cuHrenux CT26 henuja y
nop3onymbanny perujy BALB/C muriesa.

VcnuraTi MOTEHIUjaIHy CHCTEMCKY TOKCHYHOCT pyTeHUjyM(ll) Tepriupuaunn KoMIuiekca
oapehuBameM  KOHICHTpaluje acmapraT  amuHoTpaHchepase (ACT), amaHuH
amuHOoTpancdepase (AJIT), ypee u KpeaTHHUHA y CEPYMY U MATOXHCTOJIOIIKOM aHAIN30M
npernapara TKHBa U30JIOBAHUX OpraHa U TyMopa.

Wcnuratn ytuna) pyreHujym(ll) TepnupuauH komruiekca Ha 3acTyIUbEHOCTH henmja
UMYHOT cucTeMa y nepudepHoj KpBH.

Ucnutatn ytunaj pyrenujym(ll) TepnupuavH kommiekca Ha OKCHUIAIMOHU CTaTyC y
3/1paBOM U TYMOPCKOM TKHBY.
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3. MATEPUJAJI U METOJIE
3.1. UcnutuBanu pyrenujym(l1) Tepnupuany KoMmiexkcu

Ucnutuane pyrenujym(Il) tepmupuaun xomruiexce, [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI], (enra.
terpyridine - tpy; ethylenediamine - en) 3a xoju je maje y Tekcty Kopuinhena ckpahenuiia
Ru-1 (Camka 1) u [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] (eurn. 1,2-diaminocyclohexane — dach) koju je
o3HaueH kao Ru-2 (Ciauka 2), CHHTETHCAa0 je U okapakTepucao npod. ap Kusaaun Byrapuwnh
ca cBojuM capanHunuma (Ha [IpupogHo-mMaTeMaTHUKOM (akyiTeTy, YHHUBEp3UTETa Y
Kparyjesiy).

Pyrenujym(Il) Tepnupuauncku komiuieked, Ru-1 u Ru-2 nocenyjy panuje norspheny
IIATOTOKCUYHOCT TIpeMa MUIIjoj U XyMaHo] henujckoj smHMju kapuuHoMa kosioHa (CT26 u
HCT116), xymanoj henujckoj iuHUju KapuuHoMma Turyha (A549), xymaHoj henujckoj TuHUjH
kapuuHoma rpiuha marepune (HelLa) u ymMepeHy IIUTOTOKCHYHOCT IpeMa 31paBuM hemujama,
OJTHOCHO, XyMaHuM (uodpobdiactuma rryha (MRC-5) in vitro [146, 147].

Cimka 1. Xemujcka crpykrypa pyrennjym(1l) repnupunun komiuiekca
[Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI]

Canka 2. Xemujcka crpykrypa pyreaujym(Il) reprmupunun koMIuiekca

[Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI]
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3.2. heanjcke JuHUje M KyJaTuBanuja heauja

VY ucrpaxkuBamy Cy KopuintheHe aHuMalHa U JBe XyMaHe henujcke IMHuje KapuuHoMa
KOJIOHA, Ka0 ¥ ME3CHXUMaJIHe MaTu4He hemuje u3omoBane u3 koctae cpsku C57BI/6 mumicsa.
henmujcke nuMHMje Ha KOjUMa Cy MCHOUTUBAHU aHTUTYMOpcku edektu pyteHujym(ll)
TEpIUPUINH KOMIUIEKCA M OKCAJIMILIaTHHE cy: henuje KapuuHOMa KOJOHA M30JI0BaHE W3
BALB/c wmumieBa - CT26 (ATCC® CRL-2638™), henuje XyMaHOT €MUTEIHOT MPUMApHOT
KoJiopekTanHor ajaeHokapiuaoma (Dukes B) - SW480 (ATCC® CCL-228™)  henuje
XYMaHOT' €MUTENHOr KoyiopekTanHor kapuuaoma - HCT116 (ATCC® CCL-247™) nu
Me3eHXUMallHe MatuuHe henuje mwuima u3oj0BaHe u3 KocTHe cpxke C57BI/6 mureBa (kar.
6poj S1502-100, Gibco/Invitrogen).

Excnepumentu Ha henujama cy u3BoheHHM y KaOuMHETy ca JJaMMHAapHUM INPOTOKOM
Ba3Jyxa, y3 MOIITOBamE MpaBWiIa CTEPHIHOT paja ca KylTypama henmja M mpaBuia JIMYHE
3alITUTE Y JIAOOPATOPH)jCKOM paiy.

henuje cy xyntuBucane y komiuieTHOM Memujymy - DMEM (enrn. Dulbecco's
Modified Eagles Medium, Sigma Aldrich, Hemauka) kome je momato 2 MM riyramuna, 100
IU nennmmmmna u 100 pg/ml crpenromunimaa U 10% TOmIoToM MHAKTHBHCAHOT (heTasHOT
teneher cepyma (enrn. Fetal Bovine Serum - FBS, Capricorn Scientific, Hemauka). Meaujym
jé MEXaHWYKH CTepWINCaH (UITPUpAmEM KpO3 HUTPOICNIYJIO3HE (uiITepe ca Mopama
mujamerpa 0,22 um u yyBaH je Ha Temreparypu o 4 °C 1o usBohema ekcriepuMeHTa.

Cee henmjcke nuHMje Cy YyBaHE y TEYHOM a30Ty Ha Ttemreparypu on -196 °C.
OnmMp3aBame U npurpeMa henuja 3a ynorpe0y je cripoBoheHa npema cTaHIapJHOM HOCTYIIKY,
TaKoO IITO je KPHO eMpyBETHIIa HAKOH Bal)era W3 TEYHOI a30Ta CTaBJbEHA HA Map MHUHYTA y
BoJieHO KynaTtuiio Ha 37 °C. 3atuMm cy henuje npeHere y enpyBeTy ca MeIujyMOM Kora uma y
onHocy 1:10 u nenrpudyrupane cy 10 munyra Ha 125 ¢. Hakon nenrpudyrupama u3
enpuBeTe je OJJUBEH CyNEepHATaHT, a M3/IBOjEHM IeJeT KOjU YMHE HCTaloXeHe henuje je
pecycIieHIoBaH y cBexeM Mmeaujymy u mpenet y T-25 ¢uack (BD Falcon). Cee hemmjcke
JuHHje Cy y3rajaHe y uHKyOatopy Ha 37 °C y atmocdepu ca 5% yribeH-guokcuaa (CO2).
AnekBaraH pact henuja je oJp’kaBaH MEHABEM XPaHJBUBOI MEAMjyMa CBaka TpU JlaHA U
nacaxupameM Impema notpedu, ogHocHO kan hemuje mocturHy 70% KOH(IyEeHTHOCTH
drnacka.

[Tacaxxupame, OHOCHO TpecejaBame henuja mojapazyMeBa MOCTYINAK OJJIETUbUBAKA
0]l MOJUIOTe M TNOHOBHO 3acejaBame, Kako OuM ce henmje onpkane y joraputaMckoj (asu
pacra. 13 ¢rnacka ce Hajmpe H3Byue caB MeIUjyM, a IMoOJielUbeHe henuje ce wucnepy
docharaum mydepom (enrn. Phosphate-Buffered Saline - PBS), 3atum ce 1 ml pactsopa 0,25
% Tpuncuia 'y | mM  erunenamamuH — TeTpacupheTHO]  KHCENMHU  (EHIVL
Ethylenediaminetetraacetic Acid - EDTA) nmona y ¢nack, HakoH dyera ce (iack Bpatu y
uHKyOaTop Ha 3-5 MuHyTa. HakoH TOra ce moJ MHBEpTHUM MHKPOCKOIIOM IIOTJIeNa JIa JH CY
ce henmuje onnernwie on nHa diacka U ako je MOTpedHO ¢uIack ce AOJATHO MaJlo MPOoTpece y
paBHH, Kako Ou ce hemmje mro Oosbe ommenune ox ¢uracka u MehycoOno. JlomaBamem
KOMILUIETHOT MeJlMjyMa ce 3ayCTaBjba aKTUBHOCT TPIICHHA. 3aTUM ce caapxkaj u3 ¢uacka y
[IEJIOCTH TIPEHECe Yy enpyBeTy U nentpudyrupa 10 munyrta Ha 125 g Ha cOOHO] TeMmIEpaTypH,
U3/IBOjEHU CyMEepHATaHT ce OJIUje, a IOOMjeHH MeJIET Ce PecyCleH/1yje y CBeXEM MEAUjyMy
[148].

IIpen cBaku excriepuMeHT ca henmjama onpehuBaH je HUXOB Opoj MoMohy TpHmaH
mwiaBo 0oje [149]. henmjcka cycrmeH3wWja ce IMOMeNIa ca PAacTBOPOM TpPHIIAH IUIABOT Y
pazomahemy 1:9 m morom ce HaHocu Ha xemoruromerap mo Neubauer-y m mocmarpa mon
CBETJIOCHUM MHUKpockonoM. [Ipuniun Oojema ce 3acCHMBA Ha YMIEHULIM /1a ce MpTBe henuje
0oje jep mpomymTajy 00jy 300r mesuHTerpaiuje MeMOpaHe, a >KHBE OCTajy HeobojeHe,
OJIHOCHO MMajy YHCTy muToruiazmy. bpoj henmja mspaxen y munmonuma henuja mo 1 ml je
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u3padyHaBaH Tako mTo je Opoj henwja/6poj mosba MOMHOXKEH ca pa3dnaxemeM henja y 60ju
u nomHoxeH ca 10000.

3.3. In vitro merome 3a HCOUTHBaWke NUTOTOKCHYHOT moTeHmujana pyreHujym(Il)
TepIUPHIUH KOMILIEKca

Kako 6u ucnuranu yrumaja pyreaujym(ll) tepnupuaun KoMIiekca Ha BHjaOUIHOCT
henuja, Hajmpe cMo 3acejanmu henmuje y MuKpoTHTap Iuiode ca 96 Oynapa. henuje cy
OCTaBJbEHE IMPEKO HOhM y ycioBHMa MHKyOaIuje, Kako O ce mTo 00Jbe aaxepupalie 3a JHO
dmacka, HAKOH dYera Cy TpeTHUpaHE Yy TPUILIUKATY Pa3IMYUTHM KOHIICHTpaIfjama
pyreanjym(Il) Tepnupuaun koMmrIuiekca U okcanuiiaTuHe. HakoH nmepruoaa uakyOamuje ox 24
wi 72 dacoBa, crpoBeneHu cy TecT BujabmiHoctTm (MTT TecTt) M TecT HCIUTHBAmbA
uHTerpurera hemujckux memoOpana (LDH Ttect) koju cy 3acHOBaHM Ha NPHUHIMIIMMA
cnekTpodoTomMeTpuje.

3.3.1. MTT rtect

MTT Tect je MeTOa KOja CITy’KH 3a onpehuBame Bujadbunnoctu henuja. MTT - 3-(4,5-
JTMMETHITHA30J1-2-11)-2,5-mudennnrerpasonunym opomun (Sigma Aldrich, Hemauka), je xxytu
KpPHUCTaJI, PacTBOPJbUB Y BOJAM, KOjU JIAKO Mpoyiazu Kpo3 henujcky memOpaHy 300r CBOT
MO3UTHUBHOT HaeJeKTpHCama. Y METa0OJMYKH AaKTHMBHMM helvjama, MHTOXOHJIpH]jajHa
nexunaporenaza penykyje MTT no necomyOuimHHMX JbyOHuUacTHUX KpucTaia ¢opMasaHa, ma je
tako peaykurja MTT no ¢opmazana nupekTHO npornopuroHaina Opojy kuBux henmja. Tako
na ce edekar ucnUTUBaHE CYIICTaHIE 3ampaBo oapehyje mopehemem uHTEH3UTETa 60je KOjU
najy hemuje wu3naraHe camMo MeOWjyMy UM HWHTEH3WTETa KOjU JAajy henuwje wu3nmaraHe
UCNMTUBAHO] cyncraHiy. Hacranmum ¢opmaszan ce pactBapa y IUMETHUN CYI(QOKCUAY U
uHTeH3uTeT Oo0je ce opapehyje cmekrpodoromerpujcku Ha ELISA uurauy (Microplate
multimode detector Zenyth 3100) oumTtaBateM Ha TajmacHoj AyxuHH oa 595 nm [150].
hennjcka cycnensuja ryctuae 5x10% hemmja/ml, mpumpembeHa je Tako mTo cy hemmje y
€KCIOHEHIMjalHOj (a3u pacTa NPUKYIJbEHE U3 (hacka Ha NMPETXOJHO ONMHUCAH HAaYMH U
BHUX0B 0poj je oapehen momohy Neubauer-ose komope, y3 kopuiiheme Tpunas miase 6oje. Y
MHUKpOTHTap Iuioue ca 96 6yHapa je cunano no 100 pl henmjecke cycnensuje (5000 henuja no
OyHapy), a y oapehene Oynapuuhe je cuman camo MeaujyM Kako OW ce ojapeausia TyCTUHA
camMor Meaujyma — OJIEHK, Koja je OMTHa 3a M3pauyHaBame MpOILeHTa BHjaOwiIHUX henuja.
Haxon 24-yacoBHe MHKyOaluje y CTaHIapJHUM YCJIOBHUMa KyJiTHBaLuje henauja, u3BydeH je
Memujym u hemuje cy wm3narane pactBopuma pyTteHujyMm(ll) TepnupuauH koMmIuiekca WM
OKCaJIMIJIATHHE WIM caMo MeAujyMy (KOHTpoia) y 3anpeMunu of 100 pl y koHueHTpanujama
y pacriony oz 0,23 uM mo 300 uM (0,23 uM, 4,68 uM, 9,37 uM, 18,75 uM, 37,5 uM, 150 uM
u 300 pM), HakoH uyera je yciIeAMO IEpHOJ HHKyOMpama henwja ca HCIUTUBAHUM
JemMIbEehIMa WA caMo y MeAnjyMy (TpeacTaBiba KOHTPOIY) y Tpajamy of 24 cata u 72 cara.
Hakon uHKkyOanuje HCIpaKibeHU Cy CBU OyHapu MHUKPOTHUTAp IUIOYE M Yy CBaku OyHap je
nomaro mo 100 pl memmjyma ca 20% MTT pactBopa (5 mg/ml y PBS) u hemmje cy
uHKyOupane jom 4 yaca Ha 37 °C y atmocdepu ca 5% COz. 1o ucrexy nnkydamuje Meaujym
je u3ByYeH U y cBaku OyHap je momato mo 150 ul DMSO (Sigma Aldrich, Hemauka) u 20 pl
rmiHckor mydepa (pH 10,5) u 3atum je mioua craB/beHa Ha IIEjKep y Tpajamy oa 30
MuHyTa. OnTHuka TycTMHa ojpeheHa je Ha TaynacHo] AyxuHu ox 595 nm. Ilpouenar
BUjabuaHMUX henuja je uspauyHat npema popmynu: % Bujadbunnux hemuja = (E-B)/(K-b) x
100, roe je ca E-o3HaueH OTBOp ca WCIUTHBAHWM CyICcTaHiama, b-Omenk, K-otBop ca
HEeTpeTHpaHuM henujama.
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3.3.2. Tect 3a oapehuBame aKTUBHOCTH JaKTaT-Aexuaporenase (LDH tecr)

WuTaktHOCT henujcke memOpaHe, OJHOCHO HapyllaBamke HCHOT HWHTETPUTETa Kao
nmokaszaTesba heiaujcke CMPTH IO THITYy HEKpo3e, YTBphyje ce MpUMEHOM TecTa KOjH MEpH
AKTUBHOCT IIMTOCOJTHOT €H3MMa JIaKTaT JexuaporeHase (enr. Lactate dehydrogenase - LDH)
y cynepHataHty hemujcke kynrype. I[lpwimkom HapymiaBamkba WHTETPUTETa hesujcke
MeMOpaHe, nutocoiaHu ensuMm LDH mponasu kpo3 ucTy m jgocrieBa y MEOUjyM y KOjeM ce
henuje nanaze. [Ipunnun LDH Tecta ce 3acHuMBa Ha JBE OKCHIO-peAyKIHje. Y TPBOj ce
JaKTaT OKCHIyje y mupyBar, npu demy ce NAD' penykyje 1o NADH + H*. ¥V napennoj
peakuuju mjadopaza (NADPH nexuaporenasa) mocpenyje y peokcumauuju NADH + H' y
NAD™ npu yeMy ce TeTpa3oiIMjyMcKa co peayKyje 10 obojeHor ¢opmasad. 3a crpoBoherbe
TecTa Cy Mopea KOHTPOJIHE Tpylie MoTpeOHe U rpyrna HeTpeTupaHux henuja (xkuBe henuje) u
nosutiBHa KoHTpojda (100% wmptee henuje). [103UTHBHY KOHTPOJIY Cy YHMHWIE JH3HPAHE
henuje koje cy Tperupane ca 1/10 3anpemune LDH Assay Lysis Solution y tpajamy ox 45
MHUHYTa ¥ YCJIeJ TOTIYHOT HapyllaBamba HHTErpuTera hemujcke MemMOpaHe MaKCHMAallHO
ocnobahajy muroconny LDH. Hakon 24 carta wunkyOanuje henuja ca HCOUTUBAHUM
KOMIUIEKCUMa, CYNIEpHATaHT je MOKYIJbeH U mpedaueH y HoBe MUKpoTuTap miode. Y 100 pl
cynepHaradta je mogaro mo 100 pl pamnor pactBopa LDH xura (Lactate Dehydrogenase
Assay Mixture (koju ce mpumpema MemameM jenHakux 3anpemuna LDH Assay Substrate
Solution, LDH Assay Dye Solution u /" LDH Assay Cofactor Preparation). Ilioue cy
uHKyOupane 30 MuHyTa y Mpaky Ha coOHO] TeMIepaTypH, a 3aTUM je y CBakd OTBOP
Mukpotutap 1miode goxaro mo 20 ul 1IN xmopoBomonnmune kucenune. [lopact LDH
AKTUBHOCTH JIMPEKTHO KOPEJIMpa ca KOJIMYNHOM CTBOPEHOT (popmaszaHa ma je MHTEH3UTET 00je
JUPEKTHO MPONOPIMOHaNIaH 0pojy MpTBuX henuja. OnTuyka rycTuHa y3opaka je MepeHa Ha
A=490 nm Ha Zenyth 3100 myntudyHkumonansoM untauy [151]. Pesynratu cy npukazanu y
npoueHtuma (%) HekpoTuuHux henuja u u3pauynatu cy npema gopmyinu: [(E-K)/(M-K)] x
100, rne je E — amcopbanuma Ttperupanux henuja, K — amncopOaHIa KOHTPOJHHUX
(metperupanux) henmja, M — amcopbanma MptBux henuja nobujeHux nmusupamem ca LDH
Assay Lysis Solution.

3.3.3. Tecrt 3a aerekuujy anmonrose (Annexin V/PI)

Buckok adunuter mporemna Annexin 'V mpema dochaTuaui-cepuHy ra YWHH
HOTOJJHUM MapkepoM amornro3e henuja, ¢ 003MpoM Ha YMEEHMIlY J1a y a3y paHe amonTose
J0JIa3u 10 TpaHciokamnuje (ocharuanin-cepruHa ca yHYTpalllkbe Ha CHOJbAIlkby CTPaHY
henujcke memOpane. Y ¢a3u KacHe amonTo3e W HEeKpose Aoja3u A0 omTehema mMemOpaHe
henuje mto omoryhaBa mpomumujym joauay (enrn. Propidium lodide - Pl) ma ce ce
HecrienupuuHo uHTepKanupa y Moiekyn JIHK, crtora ce KOpUCTUTH 3a pa3iMKOBambE
HEKpOoTUYHUX henuja o anmonToTckux U BUjadbuinHux henmmja. CxogHo Tome, henmje koje ce
6oje mosutuBHO Annexin V-FITC wu ueratusuo Pl (Annexin V'PI) cy henumje y paHoj
amonTo3y, JIOK cy BuTainHe hemnje HeratuBHe Ha o0e 0oje (Annexin V'PIY). henuje koje cy
Ho3uTHBHE Ha 00e 6oje (Annexin V'PIY) cy y kacHoj amonTosu, a HekpoTHuHe henuje ce 6oje
camo Pl (4nnexin V'PIY) [152].

Hakon 24-gacoBHor Tpermana henujckux nunuja CT26, HCT116, SW480 u mMSC,
omroapajyhum  ICsop  koHmeHTpanujama  (TIOJIOBHHA ~ MaKCHUMallHE  WHXHOWUTOpHE
KoHueHTpauuje) pyreHujM(Il) TepnupuAMHCKHX KOMIUIEKCa W OKCAIWIUIaTHHE, henmje cy
npebauene y enpysere. Hajmpe je mpebauen menujym y koM cy henumje Omie, a 3atum cy
henuje TpeTupane TpUIICHHOM U MpedayeHe y ucre enpysere. Hakon nentpudyrupama oz 10
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muHyta Ha 500 @, oanuMBeH je cymepHartaHT, a henmje pecycnenmoBane y 1 ml xmamgHor
pactBopa PBS, npomemane Ha BOPTEKCY M TIOHOBO IeHTpU(yrupane Ha UCTH HaunH. HakoH
OJITMBaba CylepHaTaHTa, IPUCTYIIIIO ce 0ojemy henuja mo ymyTcTBY mpousBohaua. henuje
cy pecycrengoBade y 100 ul mydepa (10X mydep: 0,1 M HEPES, pH 7,4; 1,4 M NaCl; 25
mM CaCl,) koju omoryhaBa Be3uBamwe Annexin V KOmbYTOBaHOT ca (UIyOpeCEHTHOM 00joM
FITC (enrs. Fluorescein Isothiocyanate) (BD Pharmingen, San Diego, California, USA) no
rycture 1000000 hemuja/ml. ¥ 100 pl take cycnensuje goaaro je mo 5 ul Annexin V-FITC
u 5 ul Pl (50 ug/ml PBS) (Sigma Aldrich, Hemauka). Hakon uuky0aruje o 15 Munyta Ha
COOHOj TemIepaTypu y Mpaky, peakuuja je mpekunyrta goaasameM 1o 400 pl 1X mydepa y
CBaKW y30pak. AHajM3a je W3BeJIeHa Ha MpoTouHOM IuTomerpy Fluorescence-activated cell
sorting (FACS) Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA), a pe3ynratu cy
MPEACTaB/bEHN TAUYKACTHM JMjarpaMoOM Kao IpoIieHaT oaroBapajyhux henujckux mnomysamnmja
y YKynHoM Opojy aHamu3upanux henuja. IIponeHTyanHa 3acTyIJbEHOCT BHUjaOWIHHX W
HekpoTuyHuX henmja, kao u henmuja y ¢dasu paHe uinum KacHe amonro3e ojapehuBaHa je
ynotpebom codprrepa Flowing Software u FlowJo.

3.4. Ananu3za henujckor nukiyca

3a aHaNM3y MPOIEHTYaJHEe 3aCTYIJbCHOCTH MCHHUTHBaHUX henujckux nmunuja (CT26,
HCT116, SW480 u mMSC) y oxpehenoj ¢a3u henujckor nukiyca kopuiihen je Vybrant®
DyeCycle™ Ruby stain xut (Thermo Fisher Scientific, Inc. USA). Vybrant® DyeCycle™
Ruby stain ce xopuctu 3a ananu3y caapxaja JIHK y sxkusum henujama. Hakon miro moMmenyra
0oja nmako mpohe kpo3 hemmjcky mMeMOpaHy u ABOCTpyko ce Bexke 3a mojekyn JHK, na
OCHOBY HMHTEH3UTETa (IIyOopecleHIlMje MOXe ce oapeauTu koianuumHa monekyina JIHK y
aHanmu3upaHuM hennjama koje ce Hanaze y onpehenoj gasu henujckor nukiyca.

Hakon moctusama koHpiayeHTHOCTH y (rackoBuma on 70-80%, henwjcke nuamje
(CT26, HCT116, SW480 u mMSC) cy unkyOupane 24 cata mpu CTaHAAPAHUM YCIOBHMA,
ICso kKoHIIEHTpanMjama okcanuruiatuae u pyTeHnjym(1l) TepmupuanHCKuX KOMIUIEKCa, Kao |
CBeXHMM MeaujymoMm (koHTpona). Hakon wucreka wunkyOauuje, hemuje cy omnpane y
KOMIUIETHOM MeAujyMy. henuje Ccy HaKOH TOora pecyclieHAOBaHe 10 TycTHHe hemmjcke
cycnensuje o1 5 x 10° henuja/ml. 3a namy ananusy ommepeno 0,5 ml henujcke cycnensuje y
kojy je momatr 1 ul Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain 06oje. Y3opiu Cy HAaKOH TOra
uHKyOupanu 30 MuHyTa Ha Temreparypu ox 37 °C, BaH JoMmallaja CBETJIOCTH. AHalu3a je
usBpiieHa nmomohy mporounor nuromerpa FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences,
San Jose, USA) a noganu cy obpahenn y FlowJo nmporpamy (Tree Star).
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3.5. In vivo ekcnepumeHTH
3.5.1. JIaGopaTopujcke :KMBOTHIb€

VY crnpoBeneHOM HCTpaKUBamby, K0 EKCIEPUMEHTATHE >XUBOTHUHE KOPHUIINEHU CY
muiesu (imar. Mus musculus) coja BALB/c , mymkor mosia. XXuBotume cy ysrajane y
IPYIHOM KaBE3HOM CMeIITajy (3-4 )KMBOTHIbE TIO KaBe3y) Y CTaHAAPAHUM J1aO0paTOPH)CKUM
yCJIOBHMa KOjU TOJIpa3yMeBajy TeMIiepaTypy npocropuje on 22-24 °C, nmuKkIiyc CBETI0-TaMa
on 12 carm, y3 nocrynHoct xpane u Boxe ad libitum . V ekcnepumenTumMa cy kopuiiheHu
MUIIIEBU cTapocTh 6-8 Henesba, mpoceune Mace 22 + 2 rpama, 12 Mumiesa o rpymnu.

3a ekcmepuMeHTe Ha JabOpaTOPUjCKUM JKMBOTamaMma IMPETXOJHO je Jo0ujeHa
carnmacHocT ETumukor komuTera 3a paa Ha JabopaTtopujckuM KuBoTHmama Dakynrtera
MEIUIMHCKYX Hayaka YHuBep3uteTa y Kparyjesiry (01-8461/2).

3.5.2. Uuaykuuja eKkcnepuMeHTAJIHOT MO/le/1a KapIIHHOMA KOJIOHA

3a norpebe Haller HUCTPaXHBamka, KOPUCTUIM CMO XETEPOTOICKM CHHI€HU MOEI
KapIIMHOMA KOJIOHA (MOJIEJI eKTOIMMYHOT TYMOPCKOT KceHorpadTa). OBaj aHUMAaHH MOJIEIN je
XETepOTOICKU — jep ce henmmje Tymopa arumkyjy y MecTo Jpyraduje ol OHOT TIE C€ TyMOp
MHaue pa3BHja U MOET je€ CHHICHH - jep Cy KopumheHa henmjcka TuHMja KapUUHOMa KOJIOHA
- CT26 u BALB/C muiieBu HCTOT FEHCKOT IMOPEKJIa.

XeTepoTorCcKH MOJIeN KapIIMHOMa KOJIOHA je MHIYKOBAaH CYOKYyTaHOM aIlUIMKAIllljoM
1x10® CT26 henuja, cunrenux 3a BALB/C mumese, pecycnenmoanux y 100 ul DMEM-a y
JIEBY J0OpP30JIyMOaIHy pervjy koja je mperxoaHo oopujana [153, 154]. TlojaBa mpumapHOT
TyMmopa mpaheHa je CBakOJHEBHO, JAETEKLMjOM HaanaOuIHOT NMPUMAPHOTI TyMOpa, a HEroBa
BeIMUMHA ojpehuBaHa je MOppOMETpHjCKU, KopullhewmeM Kanunepa. BoixymeHn Tymopa je
u3pauyHaBaH 1o popmymu: V (mMm?) = L (uajsehu mpomep) x W(najmamu npomep?) / 2.

MumieBu cy cBpcTaHu y 12 excriepyMeHTaIHUX Ipyna oA mo 12 muiiesa, a 3aTHM je
CBaKM MHUII y OKBHPY Ipyle 00eleXeH Tako IITO My je MpoOylieHo yBoO, JIEBO, €CHO, 00a
WIM HUJEJTHO, KaKo Ou 6o nmpaheH nHAMBUAyanHO. MuIeBH cy OUIIN NOJIEJbeHU Y 2 OCHOBHE
rpymne: 34paBe MUIIEBE U MHILIEBE ca MHIYKOBAaHUM KapIMHOM KOJIOHA, a 3aTUM Cy OCHOBHE
Tpyne MojeJbeHe Yy 3aBHCHOCTH O]l TpeTMana. KoHTpoiHa Tpyna MUIIEBa je TpeTHpaHa
¢usnomnomkum pactBopoMm (0,9% NaCl), a ekcriepiMeHTalIHEe IpyIie MUILIEBA CY TPETHPaHE
pactBoprMa pytenujym(ll) Teprupuans komrutiekca (Ru-1 mimm Ru-2) wnu okcalumiaTHHOM
pacTBOpeHOM y (PU3HOIIOIIKOM pacTBoOpy, vy 1o3u oa 2 mg/kg u 5 mg/kg teneche mace.

1) koHTpOJHA Tpyna (31paBu muiieBy - arukaija 200 ul 0,9% NacCl) - 0,9% NaCl

2) 3npaBu MutieBn — arumkaiuja 5 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] - Ru-1

3) 3apaBu muriesw - arrkanyja 5 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] - Ru-2

4) 3mpaBu MuIIeBH — aruakaimja 5 mg/kg okcanmumaruae - OX

5) mumreBu ca CT26 Tymopowm - arummkanuja 200 pl 0,9% NaCl - CT26

6) mumesu ca CT26 tymopom - aruukanuja 5 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] - CT26+Ru-1
7) mumesu ca CT26 tymopowm - arutrkarja 5 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] - CT26+Ru-2
8) mureu ca CT26 Tymopom - armukanuja 5 mg/kg okcanumnarune - CT26+0x

9) mumreBu ca CT26 Tymopowm - arummkanuja 200 pl 0,9% NaCl - CT26

10) mumeru ca CT26 tymopowm - amrkanuja 2 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] - CT26+Ru-1
11) mumesu ca CT26 Tymopom -amukaruja 2 mg/kg [Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI]-CT26+Ru-2
12) mumeu ca CT26 Tymopom - ammukanuja 2 mg/kg okcanuminaruse - CT26+0x
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MumeBuma Cy UHTpanepuToHeanHo uHjekToBaHu pyreHujyM(Il) Tepnupuann
KOMILJIEKCH WJIM OKCaJIMIUIaTuHA pecycnennoBanu y 200 pl ¢usunonomkor pacrsopa, nomohy
MHCYJIMHCKOT IIIPHILIA, 10 meMu: 6. nana, 9. nana, 12. nana u 15. nana ox unokynamuje CT26
henuja. 3a BpeMe Tpajama €KCIepuMeHTa NpaheHo je MpeXHWBJhbaBakE¢ MHUILEBA, a TEJEeCHA
Maca MHIIEBAa je MEpeHa CBaku Tpehu maH, HEMOCPEOHO Mpe aluIMKalWje HCIUTUBAHUX
KOMILJIEKca, Kako O Jto3upame Omito mro npenusnuje. Takohe, cBaku Tpehu nan onpehuBan
je u BomyMeH TyMopa. ExcriepuMeHT je Tpajao ykymHo 18 naHa, a MUIIeBH Cy KpTBOBaHH 13.
JaH O]l INpBE AaIUIMKOBaHE /03¢ U TOM IPUIMKOM j€ CaKyllJb€Ha KpPB W M30JI0BAaHU CY
YHyTpallmu opranu (cpue, 0yopesu, miyha, jerpa), Kao U mpUMapHa TyMOpPCKa Maca 3a Jajbe
anamuse [155, 156].

S.C. MHjeKumja Annukauuja Annuxauuja Annukauuja Annukauuja
CT26 henuja 1. nose (i.p.) 2. pose (i.p.) 3.003e (ip.) 4. nose (i.p.)
0.4aH > ... > 9. 18. paH
Pact Tymopa KoHTpona TexuHe MyulieBa 1 BoryMeHa Tymopa XprBoBatbe

KWUBOTUHA

Cxema 3. Cxemarcku MpHKa3 MPOTOKOJA iN VIVO ekcriepuMmeHara u3Benennx Ha BALB/C mumieBnma kojuma je
uHIyKoBaH xeTepororicku moaen CT26 kapumHOMa KojJoHa W Tperupanu cy pyreHujyM(II) Tepmmpumna
KOMIUTIEKCHMA M OKCAJIUIIATHHOM.

3.6. EBanyanuja norennujaiaHe cucreMcke TokcuaHoctu pyrenujym(l1) repnupuaun
KOMILIeKca

Cucremcka ToKcuyHOCT pyTeHujyMm(ll) TepnupuauH KOMIUIeKca Ha OIJICAHE
KUBOTHIE € eBaJlyMpaHa MyTeM ojpehuBama CepyMCKHUX BPEIHOCTH KpEaTMHMHA U ypee
panu npoueHe HeppOTOKCHYHOCTH, ofpehuBama cepymckux BpegHoctd ACT u AJIT - pagu
MPOLIEHE XEMaTOTOKCUYHOCTH, a TECT 3a MpOLeHy Op3uHE peakifje Ha TepPMalIHU CTUMYIYC
(Tect Bpyhe mio4e) je cripoBeieH pay MPOLEHEe €BEHTYaIHE HEYPOTOKCUYHOCTH.

3.6.1. buoxemujcke aHaau3e

Haxon 72 cara o mocie/me arInKoBaHe 03¢ UCIIUTUBAHUX KOMIUIEKCA, MUILIEBH CY
XKpTBOBaHU y armochepu 3acuhenoj querunerpom (BETA HEM, Beorpan). Kps je cakynbena
nyHKIujoM abaomuHanHe aopte. Hakon koarymamuje 30 MuHyTa Ha COOHOj TeMIEpaTypH,
cepyM je wu3onoBaH IeHTpudyrupamem (20 mmunyra Ha 3000 rpm) paau oxpehuBama
KOHIIEHTpallije ypee U KpeaTMHHHA (Kao Mokas3aresbu OyOpexHe (yHKIHMje), 1 aKTUBHOCTU
eHsuma acmaptatr amuHoTpaHcdepaze (ACT) u amanun amuHoTpancdepasze (AJIT) (kao
nokaszatesbu QyHKIHje jeTpe). AnHamm3a je ypahena momohy OHMOXEMHjCKOT aHamu3aTopa
Cobas Mira Plus, Roche.
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3.6.2. I1aTOXHCTOJIOLIKA AHAJINA3A

Haxon xpTBOBama MUILIEBAa U30JI0BaHU Cy cpue, miyha, jerpa, OyOpe3u u nmpumapHa
TYMOpCKa Maca 3a IMaTOXHUCTOJIOIIKY aHanu3y. M3omoBanu opranu cy ¢ukcupanu y 10 myta
Behoj 3ampemunu 10% pactBopa ¢opmanmexuaa Ha CcoOHOj Temmeparypu. Hakon
(duKcupama, TKUBO j€ MCIPAHO JCCTHJIIOBAHOM BOJOM, a 3aTHM je ypaheHa nexujparaimja
TKHBa MIPOBJIAYCHEM KPO3 CepHjy asikoxosna pactyhe koHueHTpanuje, noues ox 30% eraHona,
npexo 50%, 70%, 96% no 100% eranona. Jlasbe je cripoBeleHO IPOCBET/bUBALE TKHBA TAKO
IITO Cy TKHMBa Jp)KaHa y KCHJONY JABa IyTa mo 5-15 MuHyTa, HaKOH dYera Cy TKHBa
KallyIJbeba y mapaduny. TKHMBO je CTaB/beHO y 3arpejaHu mapaduH y Kome je Omio car
BpeMeHa, IIpU 4YeMy je TemmepaTypa onpxkaBaHa Ha 55 °C. Hakon rtora je m3BaljeHo u3
TEpMOCTaTa U OCTAaBJHEHO NMPEKO HOhM Ha coOHOj TeMmneparypu. Tako yKalymbeHO TKHBO je
3aTUM HCEIaHO W3 MapauHa W CEeUYeHO Ha MHUKPOTOMY YMME Cy IOOWjeHH Mpecely TKUBA,
neOJpbUHE 5 UM, KOjU Cy TIOCTaBJbaHM Ha MHKPOCKOIICKE Iiounie. HakoH cymiema miounna,
npenapaTt ¢y OWIM CIpeMHH 3a 00jembe.

XeMaTOKCHIIMH-€03HH 00jee ce KOPUCTHU 3a MPHKA3UBAKE CTPYKTYPHHUX IPOMEHA Y
MOP(}OJIOTHjH TKHBA U TIPUCYCTBA CBEHTYAIHE HEKpO3e. XEeMaTOKCHIIUH je 0a3Ha (I03UTUBHA)
00ja xoja ce Besyje 3a 6azodunne cyncranue (JJHK, PHK) u 60ju TkHBO y TaMHO TUIaBO UK
spyomuacto. Eo3wH je kucena (HerarmBHa) 00ja, Be3dyje ce 3a amuI0QWIHE CYIICTaHIIE
(mpoteuHun) 1 00jU TKHBO y LIPBEHO UIIU PO3e.

[MapaduHCcKU Bceuny cy Hajpe 3arpejaHu y tepmocraty Ha +56 °C y Tpajamy ox 45
MUHYTa, a 3aTuM je ypaheHa nenapadunHu3alja ¥ pexujaparanuja TKHUBA, TaKO ILITO CY
IUTOYHIIE Ca IPECceIMa TKMBa IPOBJIAYEHE MPBO KPO3 KCUIIOJ, a 3aTHM KPO3 CEpHjy alIKoXoJia
omnajajyhe KoHUEeHTpanuje, u To JBa myta 1o 5 munyra 'y 100% eranomny, npexo 96%, 90% u
70% eraHona. Pexuaparanuja TKMBa je M3BEJEHA TAaKO IITO Cy IUIOYMIIE ca IpernapaTuma
JpXaHe 5 MHMHyTa y JAecTHiioBaHOj Boau. HakoH Tora mpemapatu cy Oojenn Mayer-oBum
xematokcuiuaoM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 mMuHyTa, a 3aTUM Cy HCIpaHH
JIECTUIIOBAHOM, a MOTOM U TeKyhoMm BojOM y Tpajamy oJ 5 MuHyta. IIpenapatu cy 3aTtum
0ojenn ankoxoimHUM eo3uHOM (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) 2 munyTa. Hakon 6ojema
CIpOBEJIEH je Mpolec Aexujaparalyje, Tako IITO Cy IUIOYMIE IMPOBIAYeHE KpO3 CEpHjy
ajKoxoja pactyhe KoHIeHTpanuje, peaom kpo3 70%, 96% u 100% eranon, a 3atum je
NPOCBETJbEHO y Kcuiony. JloOMjeHn mpenapaTH ¢y 3aTHUM MPOCBETJHEHU MOTANameM y TOKY
JEIHOT MMHYT Yy MELIaBUHU KCWJIOJA U allCoJyTHOT ajKoxosa y onHocy 1:1, a motom 2 myta
no 1 muHyT camo y kcwiony. TKHBHH Hcedlld Cy NpeKpuBeHH KaHaga Oamzamom (Canada
balsam, Centrohem, Cp6uja) u mnokpoBHMM cTakiauMa. HakoH cymiema mpenapatd cy
aHAJM3HMPAHU MOJI CBETIIOCHUM MuKpockoroM (BXS51, Olympus, Jaman).

3.6.3. Tect Bpyhe miioue

Panu nporieHe eBeHTyalTHe HEYPOTOKCUYHOCTH CIIPOBEJICH je TecT Bpyhe mutoue [157],
nomohy kor je oapehena Op3una peaknuje Ha TepMmanuu ctumyiayc [158]. Tecr je cripoBenen
TaKO INTO j€ eKCIepHUMEHTalHa J>KMBOTHIbA IIOCTaBJbEHA HAa CpeIuHy IUlode, uuja je
temriepatypa 5140,5 °C. JlyxuHa Tpajama TecTa je AepuHHCaHA TOJaBOM pEakiuje Ha
TOIJIOTY, KOja je MOjpa3zyMeBaja: JIM3ame 3a/ibe LIaNule, TPellehe 3aibe MIANuIe WIN
OJICKaKMBAamKk-E OJ1 MOJJIOre (Ca CBa YETHUPH EKCTPEMHUTETa MCTOBpPEMEHO). Tpajame TecTa je
orpannyeHo Ha 60 cekyHIH, Kako OM ce crmpeuno HacTaHak onekrtomHa [159]. ITapamerap
Koju je mpaheH y Tecty Bpyhe 1uioue je Bpeme 10 peakiuje (M3pakeHo y s). Tect je
CIPOBEJICH JIaH Mpe XPTBOBaHbA KUBOTHHA.
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3.6.4. IIpoTouna uuTomMeTpuja

3acTymjbeHOCT MojeinHuX henuja UMyHOT cUcTeMa y KpBH, onapehuBaHa je U3 KpBU
CaKyIJbCHE ITyHKIMjOM a0JOMHHAJIHE aopTe€ y eNpyBeTe ca XemapuHoM. 3a 0ojeme
MeMOpaHCKUX MapKepa panu (peHoTunu3anuje nomynamnyje henvja kpBu KopuiheHna cy aHTH-
MHUIITKMja MOHOKJIOHCKA aHTUTena paznuunte cnernuduanoctu: CD4 (obenexuBau — PE (eHri.
(Phycoerythrin), mpoussohaua - BD Pharmingen); CD8 (APC (euru. Allophycocianin), BD
Pharmingen); CD49b (FITC, Biolegend); CD11c (PE, Molecular probes); CD11b (APC, BD
Pharmingen); Ly6c* (FITC, BD Pharmingen); Ly6c (PerCp (eurn. Peridinin-Chlorophyll-
Protein), Biolegend) nakon uera ce nmpucrynuio oxpehusamy npouenrtyansor yaena CD4™ T
aumdornura, CD8" T mumdponura, NK henmja, NKT henuja, MoHouura, HeyTpopuia u
JOeHIpuTCKuX henwja, momohy mporounor nutomerpa FACS Calibur flow cytometer (BD
Biosciences, San Jose, USA) a monaru cy oopahenu y FlowJo nporpamy (Tree Star).

3.6.5. [TapameTapu OKCHIAIHOHOT CTpeca

Hakon 72 cara o mocneame aluInKOBaHe J03€ UCIIUTUBAHUX KOMIUIEKCA, MUIIIEBH CY
KPTBOBAHHU, a M30JIOBAHU OPTaHH M TyMOPCKa Maca Cy CKJIaIUIITEHH y TUIACTHYHE ENpyBETe
ca mokusonieM u 3amp3HyTd Ha -80 °C. Hemocpenno mpexa aHanm3y, y30pLu TKuBa (cpie,
jetpa, yha, 6yOper u Tymopcka maca) cy OAMpP3HYTH, U3MEPEHHU, MAallEpUPaHU U AOAAT UM
je 0,2 M docharau nydep, pH ~ 7,4, y ognocy 1:10 (0,5 g tkusa : 5 ml mydepa). Tkusa cy
XOMOTEHHM30Ba Ha EIEKTPHIHOM XoMoreHu3aTopy 3X10 cexynnu (ca may3om ox 10 cekynan).
JoOujenu xomorenar je nertpucdyrupad Ha 1200 g, 20 munyta Ha TemnepaTtypu ox 4 °C.
W3nBojenn cynepHaTaHT je xKopuinheH 3a oapehuBame WHIAEKCA JUMUAHE MEPOKCUIAIN]E U
€H3UMa aHTHOKCHJAIMOHE 3alITUTE: CYNEePOKCUI-TUCMyTa3e M Karaja3e M HEeH3MMCKOT
aHTHOKCHIaHca — riryTatnona [160].

3.6.5.1. OnpehuBame uHIeKca IUNUIAHE epoKcuaanuje (u3paxen kao TBARS)

VY XoMmoreHary TKHMBa jeé WHAMPEKTHO ojpehMBaH WMHAEKC JUMHUIHE MEepOKCUAALH]je,
IIPEKO MPOJYKTa peakiyje JIUMUIHE NepoKCuaaluje ca THOOapOUTYPHOM KHCETUHOM (EHIJI.
Thiobarbituric Acid - TBA), oryna ckpahennua TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive
Substances - TBARS).

Excrpakmuja TBARS u3 xoMoreHnarta TKuBa je cripoBejieHa 1o ciieaehem mporokoiry:
y enpysete je Hajupe nunetupano 0,4 ml 28 % TCA, a 3atum nonaro u 0,8 ml xomorenara
TKHBa. Tako 100MjeHH y30pLHU Cy MHKYOMpaHU y JIeIEHOM KypaTHily Ha TeMIeparypu on -4
°C y Toky 10 MuHyTa, HakoH uera cy ueHTpudyrupanu 10 munyra Ha 15000 rpm (oOpraja y
MHUHYTH, O] eHIJ1. revolutions per minute), paau u3Bajama CyrepHaTaHTa KOjU je KOpHUIITheH
y Jajb0j aHaJU3U Kao EKCTPakKT xomoreHata. Ox nobujeHor cynepHaranra ce nuperupa 400
ul y enpysety y kojy ce goxa 100 pl 1% TBA y 0,05 M NaOH. 3a cineny npoOy, ymecto
eKCTpaKkTa XOMOIeHaTa, KopuiheHa je HCTa KOJMYMHA JIECTUJIOBaHE BOJE. Y30pLHU CY
uHKyOupanu y BogeHom kypatminy Ha 100 °C y Toky 15 MuHyTa, HaKoH Tora cy oxialeHu 1o
coOHe Temmeparype, IMocie dYera ce MNPUCTYHNHIO CHEKTPodOTOMETPHUjCKOM ojapehuBamy
KoHIeHTpanuje ociaodohernnx TBARS Ha TanacHoj myxunan, A= 530 nm [161].
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3.6.5.2. OnpehuBame akTUBHOCTH cynepokcu nucmyTtase (SOD)

AxtuBHoct SOD oapehuBana je tako mro je y 100 pl excrpakra xoMoreHara TKuBa,
nurnerupano 1000 pl xkapbonatHor mydepa, HAKOH 4era je caapikaj ernpyBeTe H3MeIllaH Ha
Vortex-memanunu, a morom je goxato 100 ul agpenanuna. Oapehuame SOD ce 3acHuBa Ha
enuHepuHCKO] Metomu 1o Beutler-y, omnocro Ha cmocobnoctu SOD na Heytpaiuiie
cynepokcua aHjoH paaukain (O2”) Koju HacTaje CIIOHTAHOM ayTOOKCHIAIMjOM aIpeHaTnHa Y
0a3HO] CpeAVHM M Ha Taj HAYMH MHXHOMpaA peaklujy ayTOKCHIaIuje aapeHanuHa. bp3uHa
ayTOKCUJAIMje aJpeHaInHa TPaTH ce CIeKTPOoPOTOMETPUjCKH, a ToBehame arcopOaHIe Ha
TajmacHo] ayxuHu A=480 NM moTWYe OJ] HaKyIJbamka aapeHoXpoma. 3a ciemy mpoly cy
KopuinheHe eKBUBAJIICHTHE KOJIMYKMHE peareHaca [162].

3.6.5.3. OnpehuBame akTuBHOCcTH KaTanase (CAT)

AKTHBHOCT KaTajla3e y EKCTpPAaKTy XOMOIeHaTa TKMBa ojpehuBaHa MeTroaoM 1O
Beutler-y, koja ce 3acHuBa Ha crekrpodoTomerpujckoM mpahemy Op3uHE pa3rpaambe
monekyna H2Oz y mpucyctBy CAT na A=230 nm.

Y xBapuny kuBety je nurnerupano 50 ul CAT mydepa, xome je momato 100 pl
IPETXOJHO Pa30IaXEHOr eKCTpaKTa XOMOTeHaTa TKHMBa (IMJIyIHja JECTHIOBAaHOM BOJOM Yy
oxHocy 1:7 u momaBamem eranoia y ogHocy 0,6:1) u 1 ml 10 mM H»Og. [Tax arcop6antie je
npaheH Tako LITO je y30pak MepeH 6 y3acTONHHUX IyTa Ha TajacHoj ayxuHu A=230 nm. 3a
cierty npo0Oy kopuinhena je aecTiuiioBaHa BoJia yMecTo y3opka [163].

3.6.5.4. OnpehuBame penyxoBaHnor riayratuona (GSH)

I'myratioH je mpucytaH y okcuaoBaHo] ¢opmu kao GSSG, Koju ce eH3UMOM
TIIYyTaTHOH-PEIYKTa30M JIako TmpeBoau y penykoBanu obmuk GSH. Canpxkaj GSH y
XOMOTreHaTy TKHMBa ojpeheH je crneKTpoOoTOMETPHjCKOM METOJOM KOja Cce€ 3acHHBa Ha
peaKuuju OKCHIAIMje TIIyTaTHOHA ca 5,5-TUTHOOUC-2-HUTPOOCH30€BOM KHCEITUHOM (EHIIL.
5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) — DTNB) metomom mo Beutler-y.

GSH je ekcrpaxoBan Ttako mrto je y 50 ul xomorenara TkuBa momaro 200 ul 0,1%
EDTA u 385 pl nydepa 3a npeunnutanuujy. [Tocne memama Ha Vortex-memanumy, ycueauna
je uHKyOanuje Ha jgeny y Tpajamy oA 15 munyta u 10 munyTta neHrpudyrupama Ha 4000 rpm,
U3JIBOjEHN CylepHaTaHT (eKCTpakT) je KopuinheH 3a Jajby aHaiu3y. Y enpyBere je
nunetupano 300 pl excrpakra, 750 pl NaoHPO4 u 100 pl DTNB u cangpkaj enpysete je
uHKyOupan 10 MuHyTa, HaKOH dYera je CIPOBEIEHO MEpPEHE Ha CIEeKTpPOPOTOMETpPY Ha
TaJlacHOj AykUHHU, A=412 nm. 3a cieny npoOy yMmecTo y30pKa, KopuirheH je UCTH BOJyMEH
nectuiioBade Bojie. Kako 0u onpenuan kormeHTpanujy GSH y y3oprnMma, KOHCTpyHCaHa je

KaJ'II/I6paI_II/IOHa KpuBa HOMOhy YCTUPU CTaHOap/Ja Ca IMO3HATUM KOHI_ICHTpaI_[I/Ij aMa rjIyTaThuOHa
[164].
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3.7. CraTucTHYKa 00pajia nogaraka
3.7.1. CHara cTyauje ¥ BeJIMYMHA Y30pKa

[TpopadyH yKymHOT y30pKa je 3aCHOBaH Ha MPETXOJHO MyOIMKOBAaHUM pe3yJTaThMa
Ha OCHOBY TIOJ]aTaka O BEJIMYMHU MPUMAPHOT KOJOPEKTATHOT TyMOpa MUIIEBA y CTYAHjH
cimaHor nu3ajua [165]. Ctyaujcku y3opak je uzpadyHar y3umajyhu anga (o) rpemky ox 0,05
u cHary cryadje on 0,8 (6era () rpemka 0,2) 3a Student’s t TecT (qBa HE3aBHCHA y30pKa),
npemMa CTaTUCTUIKOM mporpamy G*Power3 [166].

Ha ocHOBy ouekuMBaHe HajMambe pa3JIMKe y HUCIHTUBAHUM MapamMeTpuma usMehy
eKCIEepUMEHTATHUX ¥ KOHTPOJHE Ipyma, yTBpheH je morpebaH Opoj eKCIepUMEHTAIHUX
JKUBOTHIbA U OH j€ U3HOCHO 12 MuIIeBa 1o rpyIH.

3a cratucTHuky 00pamy mojartaka kopuiheH je mporpama SPSS Bepsmja 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA). Hopmanuoct pacniozene je oapehera tecrom Shapiro-Wilk. Ykomuko
Cy BPEIHOCTH MMaje HOpMaJIHy pacrojeny KopuinheH je mapamerapcku Student’s t tect. Y
cly4yajy HempaBHIHE pacmojene kopuiihen je Hemapamerapcku Mann-Whitney U recr.
PesynraTi excnmepuMeHTa Cy M3pakeHH Kao Cpelma BPEIHOCT + CTaHAapaHAa JCBHjalyja.
CTaTuCTHYKH 3HA4YajHOM pa3lIMKOM cMmarpaHe cy aooujeHe speanoctu p<0,05.
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4. PE3YJITATHU
4.1. Pesynratu MTT Tecta

VY unIby UCIMTHBaKa IUTOTOKCHYHOT noTeHImjana komiuiekca [Ru(Cl-tpy)(en)CI][CI] - Ru-1
u Ru(Cl-tpy)(dach)CI][CI] - Ru-2, MTT TecrtoM je aHaiu3upaHa BHjaOMJIOCT XyMaHHX MU
Munjux henmja KapruHOMa KOJOHA, KA0 M ME3EHXMMAJIHUX MaTHYHUX henmuja Muma HakoH
u3narama komiuiekcuma pyrearjyma(ll) y nBocrpyko pacryhoj konnentpanuju (2,3-300 uM)
y BpeMeHCKoM mepuoxy ox 24 u 72 cara. Pagum mopelhema HUTOTOKCHMYHE aKTHBHOCTH
UCIHMTUBAHUX KOMILJIEKCA Ka0 pe()epeHTHO jelumbehe KopullheHa je OKcaluIIaTHHa.

Cmuka 3. Renujcke JuHMje HAa KOjUMa Cy WCIUTHBaHM NUTOTOKCHYHH edektu pyrerujym(ll) Teprmupuana
komrutekca: CT26 - henuje kapumHOoMa KonoHa m3ojoBane w3 BALB/c wmumiea; SWA80 - henuje xymarnor
SMUTENHOI NPUMAapHOr KonopektanHor aneHokapiuHoma (Dukes B); HCT116 - hemuje XyMaHOr €MHTEIHOT
KOJIOpeKTaIHOT KapuuHoMa 1 MMSCS - me3eHxumanie MaTinaHe henmuje Mumia.
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4.1.1. Pyrennjym(ll) Tepnupuaun koMmmiiexkcH penykyjy BujadmiaHocT hesmja
KapiuHoMa KoJiona muma - CT26

Hakon 24-vacoBHe kyntuBamuje CT26 henmja y mpucycTBy ABOCTpYyKO pacTyhux
KOHIeHTpanja komruiekca Ru-1 ox 2,3 mo 300 uM, momnuio je A0 CTaTUCTHYKHM 3HAYAjHOT
naga BujabunmHoct CT26 henmuja y ogHOCY Ha MPOIEHTYAJHY 3aCTYIJBEHOCT BHUjaOMITHUX
CT26 henuja tperupanux ca RU-2, u To npu KoHueHTpauujama 37,5 uM, 75 uM, 150 uM,
JIOK C€ MHXOBa HUTOTOKCHYHOCT mpema CT26 henujama wu3jeqHavyaBa IPU  HAJBHIIO]
NPUMEHCHO) KOHIEHTpauuju. Takohe je 3amakeHo Ja J0JIa3u 10 CTATUCTUYKU 3HAYajHOT
naga BujabumHocT CT26 henmmja koje cy Ouie HU3I0KEHE HIKHM KOHIIEHTpaIujama
OKCAJIUIIIATHHE Y 0HOCY Ha 00a pyreHujym(Il) TepnupuanHcKa KOMIUIEKCa, JOK IIPU BHITUM
KOHIIeHTpanjaMa RU-1 mokasyje CTaTMCTHYKM 3Ha4yajHO cMameme BHjadbmiHoctu CT26
hemuja y omHocy Ha okcanumaruny. Hakon 24-wyacoBHor tpermana CT26 henuja
OKCAJIUIIJIATHHOM, JIOLUIO j€ M0 3HAa4YajHOT Maja BHjaOMIHOCTH y OJHOCY Ha BHjaOWUIHOCT
CT26 henuja tperupanux ca RU-2 npu konneHTpanujama ox 4,68 uM mo 37,5 uM, 1ok je npu
HAjBUIIO] MPUMEHEHO] KOHIIEHTpanuju RU-2 moka3ao CTaTUCTUYKHU 3HAYajHO H3PAKEHU]Y
IIUTOTOKCHYHOCT y 0JJHOCY Ha okcanuiuiatuny (I'padukon 1).
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I'papuxon 1. Bujabunnoct CT26 henmmja HakoH 24-yacoBHe uHKyOauwje ca pyterujym(ll) Teprnupuans
KOMIUIEKCHMa M okcaiuruiaTuHoM, oapehena MTT tecroM. Pesynratu cy mpukasaHu Kao cpelmba BPEIHOCT +
craniapana jesujanmja (3 excnepumenta pahena y tpurumkaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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Hakon 72-yacoBHe nnkyOauuje CT26 henuja ca ucnuTHBaHMM KOMIUIEKCHMA, yOuaBa
ce ma Ru-2 nmoogm no mama BujabwiHocth CT26 henuja, y3 mocTu3ame CTaTUCTUYKE
3HAUajHOCTH Ha KoHIeHTpauuju 37,5 puM, y omHocy Ha RU-1, mox mnpu BUIIUM
KOHIIeHTpanjaMa RU-1 mMma jadye IMUTOTOKCHYHO JI€jCTBO, TauHHU]e HAKOH npuMeHe Ru-1 y
koHIeHTpanyjama 150 uM u 300 uM Huje Omno mpexuBenux hemmja. Hakon 72-dgacoBHOT
tpetmana CT26 henmuja okcaymmuiaTiHoM npuMeheH je UCTH TPeH]T Kao U HaKOH 24-4acoBHE
KyJITUBAalMje, ca TOM pa3jIHuKOM Ja Tnpu JayxkeMm wusnaramy CT26 henuja HajBHIIO]
KOHIICHTpAIlMjU OKCAIMIUIATUHE HUje Ouito mpexxkuBenux henuja. [I[puMeHa okcanuruiaTuae je
CTAaTHCTUYKHU 3Ha4YajHO cHH3WIA BujabmiHoctun CT26 henuwja Tokom 72-4acoBHe MHKYOaIuje,
npu BehWHM KOHIIGHTpaluja, Y OAHOCY Ha mporieHaT BujadbmiHux CT26 henuja Tpetrpanux
pyreanjym(Il) repnupuaun komruiekcuma (I'paguxon 2).
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I'paduxon 2. Bujabmmaoct CT26 henmja HakoH 72-vyacoBHe mHKyOanuje ca pyteHujym(Il) Teprumpumnx
KOMIUIEKCHMA M OKcaJuIiatiHoM, onpehjena MTT Tectom. Pesynrat cy mpHka3aHU Kao Cpeliiba BPEIHOCT +
cranjapaHa nesujanuja (3 excrnepuMenTa pahiena y tpumuukaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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4.1.2. Pyrenmjym(ll) TepnupuaunH koMmIuieKkcH peaykKyjy BujadmiaHocT hesmja
XyMAaHOT eNUTEeJTHOT KOJIOpeKTaJIHOr KapiuuHoma - HCT116

HUcnutuBameM 1uTOTOKCHMYHOr edekra RU-1 HakoH 24-yacoBHE HHKyOamuje ca
HCT116 henujama, 3anaskeH je CTATUCTHYKY 3HAa4YajaH naj y npoueHty Bujadbumanx HCT116
henwja mpu mnpuMemEHO] KoHIEHTpamuju - 18,75 puM, y mnopehemy ca mpolEeHTOM
Bujabunanx HCT116 henuja Tpetupanux ca Ru-2. Takole je 3amakeHO 1a OKCaJIMIUIATHHA
IIpU HUOKUM KOHIIEHTpaIljaMa JOBOJM 0 3HA4YajHOT CMamerma mpoleHTta xuBux HCT116
henuja y nopehemwy ca npumenom pyrenujym(ll) kommiuekca, T0K Cy Npu KOHIEHTPALUjU -
150 uM, oba komiutekca pyreaujyma(ll) moena 10 3HayajHOr maga MPOICHTA BHjaOMITHUX
HCT116 henmnja y nopehemy ca okcanumiaTHHOM, Ja OM Ce BUXOB IUTOTOKCUYHH edeKar
npema HCT116 henujama usjennauno npu Korunentpaiuju ox 300 uM (I'paduxon 3).
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I'pad¢uxon 3. Bujabunaoct HCT116 henmja Hakon 24-yacoBHe mHKyOanuje ca pyrteHujym(ll) Teprmpuanx
KOMIUIEKCHMA M OKcaJuiatuHoM, onpehjena MTT Tectom. Pesynrat cy mpHKka3aHU Kao Cpelba BPEIHOCT +
cranjapaHa nesujanuja (3 excrnepuMenTa pahiena y tpumuukaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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Hutotokcuunn edekar pyreHujym(Il) TepnupuanH KoMmIuleKca HAaKOH 72-4acOBHE
nnkyOamnuje ca HCT116 henujama je ciuuan edeKkTrMa MOCTUTHYTHUM HAKOH 24-4acoBHE
UHKyOaIuje, OAHOCHO HHje OWJIO CTAaTHCTHYKM 3HauyajHe pasiuke m3Mely Ru-1 um Ru-2 y
cMmamewy Bujabunmnoctu HCT116 henuja, 06a koMmruiekca mpu KOHIIGHTpallkjaMa BUIIUM O]
75 uM y normyHoctu youjajy HCT116 henumje. Jlok okcanuriaTiHa JOBOAM MMaja MPOILEHTA
Bujabumnux HCT116 henmja y3 mocTuzame CTAaTUCTUYKE 3HAYAJHOCTH TIPU  HUKUM
KOoHIeHTpauujama y nopehemy ca Ru-1 u Ru-2, na 6u ce muxoBa epUKaCHOCT y MOTIETY
[UTOTOKCUYHOCTH U3jeHaYMya IMPU KOHIEHTparrjaMa BuimuM o 75 uM (I'padukon 4).
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I'pad¢uxon 4. Bujabunaoct HCT116 henmja Hakon 72-yacoBHe mHKyOamuje ca pyreHujym(ll) TeprupumnH
KOMIUIEKCUMA M OKcaluIuiatiHoM, oapehena MTT tectom. Pesynrtatu cy mpuka3zaHu Kao Cpelma BPEIHOCT +
cranjapaHa nesujanuja (3 excrnepuMenTa pahiena y tpumuukaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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4.1.3. Pyrennjym(ll) TepnupuaumH KoMmIJieKCH peaykyjy BujaOuwiHocT heamja
XyMAaHOT KOJIOPEKTAJHOT ajeHokapuuHoma - SW480

[Tpu kyntuBanuju SW480 henuja y Tpajamy on 24 yaca nmpumeheH je UCTH TPEH]T KOJI
cBa TpH HcIUTHBaHAa Komiuiekca. Oba komriuiekca pyrtenujyma(ll) cy noBena mo manaa
nporenTa Bujabmianx SW480 henuja y3 mocTu3ame CTaTUCTHYKE 3HAYaJHOCTHU MPU HAJBHIIIO]
NpUMEHEHOj KoHIeHTpalmju - 300 uM, y nopehemy ca oxcanumnaruaom (I'padukon 5).
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I'paduxon 5. Bujabunnoct SW480 hemnja nakoH 24-wacoBHe WHKyOammje ca pyreHmjym(Il) Tepnmpunna
KOMIUIEKCHMA M OKcaJuIiaTiHoM, onpehjena MTT Tectom. Pesynrat cy mpHka3aHU Kao Cpeliiba BPEIHOCT +
crangapaHa gesujamdja (3 excrmepuMeHTa palieHa y tpumwmkaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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Hakon 72-yacoBHor Tpermana SW480 hemuja pyrenujym(Il) tepnupuann
KOMIUIEKCMMa W OKCAJHWIUIATHHOM, jacHO Ce€ YyoyaBa JO3HO-3aBUCHO TmoBehame
rutorokcnaHocTy. [Ipu kynruBanuju SW480 hennja y Tpajamy o 72 daca, Ru-1 je noBeo 10
CTATUCTUYKU 3HAYAJHOT CMambeHha BUjaOMITHOCTH MPU KOHIIeHTpanujama oa 37,5 no 150 uM'y
onHocy Ha Ru-2, ma Ou Ha koHuentpamuju ox 300 uM oba pyTeHHjyMcKa KOMILIEKCA
MCITOJbUJIA BUCOKY IUTOTOKCHYHOCT ipema SWA80 henujama. OkcanuriaTiHa je J0Besa 10
OUUTIICHOT Maja MpoIeHTyalHe 3acTymbeHocTH Bujadmmanx SWA480 henuja y mopehemy ca
Ru-1 pu Behnuu u y ogHocy Ru-2 npu cBum konuenTpaiujama (I'padukon 6).
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I'padpuxon 6. Bujabunnoct SWA480 henuja nakoH 72-uacoBHe uHKyOaumje ca pyrenujym(Il) reprmupunun
KOMIUIEKCHMA M OKcajumatuHoM, onpehjena MTT Tectom. Pesynrat cy mpHka3aHU Kao cpelba BPEIHOCT +
crangapaHa aesHjandja (3 excrmepuMeHTa palieHa y tpumwmkaty, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; #
Ru-1vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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4.1.4. Pyrenujym(ll) TepnupuauH KomILleKcH PpeayKyjy BujadmiaHoct hesamja
Me3eHXMMAJIHUX MaTuYHUX hesuja muma - mMSCs

Ha I'padukony 7 je npukazaHa OCETJbUBOCT ME3EHXMMATHUX MaTUYHUX hennja Muiia
Ha TOKCHYHO JiejcTBO Komiuiekca pytenujyma(ll). Hakon wu3narama Me3eHXUMaIHUX
MatuyHuX henwja muma xomiuiekcy RuU-1 y Tpajamy onm 24 daca, yodeHO Ja J0JIa3u [0
CTAaTHCTUYKU 3HAYAJHOT CMamkh-EHha BUjaOMIIHOCTH MPU KOHIeHTpanjama 18,75 uM u 37,5 uM
y omHocy Ha Ru-2 W 1npW HajBUINO] HWCIUTHBAHO] KOHIIGHTPAlMjU y OIHOCY Ha
okcamumaTuHy ¥ Ru-2. JIok je OKcamuIuiaTHHA IIOCTUTJIA CTAaTUCTHYKM 3HA4ajaH majn
MPOIICHTa BUJaOMIITHUX ME3ECHXMMAJTHUX MATHYHHX henrja Mulla jeJJMHO HAKOH IPUMEHE
KoHIeHTpanyje - 18,75 uM y onHocy Ha Ru-2.
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I'paduxon 7. BujabmirHOoCT Me3eHXUMATHUX MaTHYHUX henmuja muma henmuja HakoH 24-4yacoBHe MHKyOanmje ca
pyreaujym(Il) TepmupuauH KOMIUIEKCHMMa M OKcaiuIulaTHHOM, onpehena MTT Ttectom. Pesynrtatu cy
MpPUKa3aHUu Kao Cpeliba BPEAHOCT + craHmapaHa neBujanmja (3 excrepumenrta pahena y tpumiukary, p<0,05,
Student’s t Tect, * Ru-1 vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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Hakon 72-yacoBHOT TpeTMaHa ME3CHXMMAIHUX MAaTUYHUX heluja MHIa KOMIUIEKCHMa
pyTEHHjyMa U OKCAJIMIUIATUHOM, JaCHO C€ yodaBa Jla OKCAJIMILIATHHA MOKa3yje CTaTUCTHYKU
3HAYajHO CMambEHh¢ BHja0MIIHOCTH ME3CHXMMAHUX MAaTHYHHX henuja MHIa Hpu HIKUAM
KOHIIEHTpalyjamMa y ogHocy Ha RuU-1 u Ru-2, 1a 6u ce BUX0Ba MUTOTOKCUYHOCT M3jeaHAYMIIA
NPy BULIMM KOHIeHTparnujama. [lopehemeM nuToTokcnyHux eexara Koje ¢y ucrnosbuiu Ru-
1 n Ru-2 na me3erxumanine MatuuHe henuje muira, RU-1 je moBeo 10 cTaTUCTUYKK 3HAYAJHOT
CMambemha BHjaOMITHOCTH ME3CHXUMAIHUX MaTHYHUX henwmja muma npu 37,5 uM u 75 uM y

oxHocy Ha Ru-2 (I'padukoH 8).
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I'padpuxon 8. BujabmiHOoCT Me3eHXMMaTHMX MAaTHYHHMX henuja MuIIa HAaKOH 72-4acoBHE HMHKyOauuje ca
pyreaujym(Il) TeprmpumuH KOoMIDIEKCMMa W OKcanuiuiaTHHOM, onpehera MTT tectom. Pesyaratu cy
MPUKa3aHU Kao Cpelliba BPEAHOCT + cTaHmapaHa neBHjanmja (3 ekcrepuMenTta pahena y tpummkary, p<<0,05,
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Student’s t tect, * Ru-1 vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; $ Ru-2 vs. OX).
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[TopehemeM HUTOTOKCHMYHE AKTUBHOCTH HCIHMTHUBAHMX KOMIUIEKca Ha henmjama
KaplIuHOMa KOJIOHA M ME3eHXMMAIIHUM MaTW4YHUM henjama MuIa Koje ce aeine Op30 Kao u
TyMopcke henuje anu cy TyMOpckH Heu3MmemeHe youaBa ce jaa pyrerujym(ll) teprupunun
KOMILJIEKCH JIeTyjy cllabuje MUTOTOKCUYHO Ha Me3eHXuMaHe MmaTudHe henuje y mopehemy ca
OKCAJIMIIATHHOM, KOja YaK ¥ MPH HAjHIKUM IMPUMEHCHUM KOHIIEHTpalujama Jielyje Beoma
IIUTOTOKCHUYHO Ha Me3eHxnManHe Matnyne henuje mumma. Ha ocHoBy I1Cso Bpeanoctu ce Bunu
na  pyreaujym(ll) TepnupumMH KOMIUIGKCM W OKCAJIMIUIATUHA HMMajy U3paKeHH]e
IIUTOTOKCUYHO JISJCTBO MTpeMa ME3CHXUMAJIHUM MaTHYHUM henujama muiia Hero npema CT26
u SW480 henujama (Tabesa 2).

Tabena 2. Konnenrpanuje pyrenujym(Il) teprnupuanH KoMIuiekca W OKCAJIUILIATHHE KOje
MHXUOMpajy npexuBibaBame hennja 3a 50% HakoH 24 u 72 cata uHKyOayje.

| Cso(nM) Ru-1 Ru-2 OxcaJumiaTHHa
CT26
72h 50,9 +4,1 148,4 £ 11,2 252+23
24 h 433+38 167,3 12,7 545+ 49
HCT116
72h 19,1 +£1,2 204+ 1,8 <2,3
24 h 31,8+2,7 50,4+5,2 9,7+ 8,1
SW480
72h 447+ 45 86,4+ 7.8 13+02
24 h 50,4 +4,8 156,1 £12,1 100,4 £9,8
mMSC
72h 20,4 +2,1 32,1+£34 <2,3
24 h 17,8+ 4,3 447 + 4.4 19,8 £ 1,7

CT26 - mumje hemmje kapumaoma xomona; HCT116 u SW480 - xymane henuje xapuuHoMa xonona; mMMSC -
MHIIje Me3eHXMMalHe MaTuyHe henuje. Pesynratm cy mpukasaHH Kao Cpeliba BPEJHOCT =+ CTaHIapaHa
nesujanuja (3 excriepuMenTa paljeHa y TPUILIHKATY).
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4.2. Pesyaratu LDH Tecta

LDH Tect ce 3acHuBa Ha Mepewy aKTUBHOCTH €H3MMA JIAKTaT AEXHIPOreHa3e Y MEIUjyMy y
kojem cy hemuje kynruucane. C 063upom Ha To aa je LDH mpucyran camo y muToriazMu
henuja, y Menujymy ce MOXKe JI€TEKTOBaTH TEK HAKOH Je3uHTerpauuje hemmjcke memOpane,
crora ce LDH TecT kopucTH 3a JeTEKIIM]y HEKPOTCKE CMPTH henwja.

4.2.1. Pyrenujym(Il) TepnupuauH KOMIJIEKCH YTHYY Ha MHTerpurter henaujcke
MeMOpaHe KapuuHOMa KoJioHa Muia - CT26

Hobujern momarm LDH Tecra yka3yjy Ha 3HauajHO Behw mMporieHaT HEKPOTHUYHUX
CT26 hemmja HakoH 24-yacoBHOr TpeTMaHa KomiuiekcuMma pytenujyma(ll) y ommocy Ha
henuje xoje cy oune uznoxkene okcanuruiatuau. [Ipumena Ru-1 y omcery KoHIEHTpaluja o
2,3 uM go 300 uM wmuaykyje 3HatHO Behu mopact Hekpormunux CT26 hemmja (ca 0% Ha
36,43%), y omnocy Ha mpumeny Ru-2 (ca 0,95% Hna 21,93%) koju je joumr u3pakeHHjU y
OJTHOCY Ha TpeTMaH OKCAIMIUIATHHOM Yy HWCTUM KoHUeHTpammjama (ca 0% na 11,95%)
(I'paduxon 9).
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I'padpuxon 9. Tlpouenar nekpornunux CT26 henuja HakoH 24-uyacoBHe wuHKyOauuje ca pyteHujym(Il)
TEePIUPHUINH KOMIUIEKCHMa M OKCaIHMIUIaTHHOM, onpeheH LDH tectom. Pesynratu cy mpukasanm kao cpemma
BpEIHOCT + cTaHnapaHa neBujanuja (3 ekcnepuMenta pahena y tpuruukary, p<0,05, Student’s t tect, * Ru-1
vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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4.2.2. Pyrenujym(Il) TepnupuauH KOMIJIEKCH YTHYY Ha MHTerpurer henaujcke
MeMOpaHe XyMaHOT eNUTEJTHOI KOJOpeKTaTHOr KapuuHoma - HCT116

Amnanusa pesynrara LDH tecta, makon kyaruBanuje HCT116 henuja ca pyrenujym(ll)
TEPIHUPUINH KOMIUIGKCHMA W OKCAJIUIUIATHHOM Yy Tpajaky oa 24 daca, ykaszyje Jna
oKcajuIuiaTiHa He noBoaud 10 Hekpo3ze HCT116 henuja, 10K HCIUTHBAHW KOMIUICKCH
pyrenujyma(ll) uanykyjy Hekposy HCT116 hemuja y Huckom creneny (~10%). Komruiekc
Ru-1 nmoBoam no cratuctuuku 3HadajHo Beher mpomenTta Hekpoze HCT116 henuja npwm
BUIIMM KoHIeHTpanujama (75, 150 u 300 uM) y ognocy Ha RU-2 u okcamumnaruny. Jok
KoMIuiekc RU-2 n3a3uBa cTaTUCTUYKY 3Ha4ajHO Behu mporieHTa Hekpoze HCT116 henuwja mpu
HIDKUM KOHLIEHTpanujama y ogHocy Ha Ru-1 u okcanumiaruny (I'padukon 10).
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I'padpuxon 10. Ilpouenar nexpornunux HCT116 henuja HakoH 24-uacoBHe uMHKyOauuje ca pyteHujym(Il)
TEPIUPUINH KOMIUIEKCHMA M OKCAIMIUIATHHOM, oapeler LDH tectom. Pesynrat cy mpukazaHu Kao cpeama
BPEIHOCT + CTaHapAHa AeBujanuja (3 ekcriepuMmenTta paljeHa y Tpumumukaty, p<0,05, Student’s t Tect, * Ru-1
vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; § Ru-2 vs. OX).
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4.2.3. Pyrenujym(Il) TepnupuauH KOMIJIEKCH YTHYY Ha MHTerpurter henaujcke
MeMOpaHe XyMaHOI KOJIOPEKTAJIHOT ajleHokapuuHoma - SWA480

Hakon 24-yacoBue kymruBanuje SWA480 hemuja ca xomruiekcuma pyrenujyma(ll) u
OKCAJIMIIJIATHHOM, youaBa ce aa Ru-2 noBoau no najseher crenena mekpoze SW480 henwja,
ca CTaTUCTHMYKOM 3HAYajHOIINY KaKo MPH BHIIUM, TaKO W MPH HIKUM KOHIICHTpalyjama y
onHocy Ha Ru-1 u okcanmumnatuny. Jlok ce HakoH mpuMmene Ru-1 3aapxkaBa HU3aK MPOIIEHAT
HekpotnyHux SWA480 henuja, koju je TO3HO 3aBHCAH W JEJAMHO MPH HAJBHINO] KOPUIINEHO]
KOHIIEHTPAIjU JOCTUKE CTATUCTUYKU 3HA4YajHO BHINU mporeHTa Hekpose SWA80 hemwmja y
oxHocy Ha henuje Tpetupane okcanuiuiatudoM (I'paduxon 11).
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I'padpuxon 11. Tlponenar nHekpormunux SW480 henmumja nHakoH 24-yacoBHe uHKyOauuje ca pyteHujym(Il)
TePIUPUIMH KOMIUIEKCHMA M OKCamUIUIaTHHOM, ojapeler LDH tectom. Pesynrat cy npukazaHu Kao cpeama
BPEIHOCT + CTaHapAHa AeBujanuja (3 ekcriepuMmenTta paljeHa y Tpumumukaty, p<0,05, Student’s t Tect, * Ru-1
vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; § Ru-2 vs. OX).
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4.2.4. Pyrenujym(Il) TepnupuauH KOMIJIEKCH YTHYY Ha MHTerpurter heaujcke
MeMOpaHe Me3eHXUMAJTHUX MaTHYHuX heauja muma - mMMSCs

Hakon 24-yacoBHOr TpeTMaHa ME3€HXMMAJIHUX MAaTUYHUX henuja MHIla KOMIUIEKCHUMa
pyreaujyma(ll) U okcamuIUIaTHHOM, jacHO C€ yo4aBa Ja OKCAJHIUIaTHHA HE HWHIYKYje
HEKPO3y, 10K Komiuiekcu pyTenujyma(ll) moBome HeKpo3e Me3eHXMMAaTHUX MaTHYHHX hesuja
MHUILA IPY BUIIMM KOHIEeHTpanujama. [lpu yemy npumena Ru-1 y konuentpauuju ox 2,3 uM
10 300 uM noBoau Beher nmopacta mptBux henuja (ca 0,20% na 60,73%), y oqHocy Ha Ru-2
(ca 0,10% na 32,90%) (I'paduxon 12).
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ORu-2
40 A Y #§ Jox
20 - #§ #§ '{ﬁ
0 H
9,3

*#§
#§
2,3 4,6 18,7 37,5 75 150 300
KoHueHTpauuja komnnekca (UM)

% HeKpoTUYHUX MMSCs

I'pa¢uxon 12. IIpomeHaT HEKPOTHYHUX ME3CHXUMAJTHUX MATHYHHX helrja MHIa HakoH 24-9acoBHE
uHkyOanuje ca pyrenujym(Il) repnupuaus KoMmmiiekcuMa 1 okcanuruiatiiom, onpeljer LDH Tectom. Pesynratu
Cy IpHKa3aHU Kao Cpe/rhba BPEIHOCT £ CTaHAapaHa AeBujanuja (3 ekcriepuMenTa pahena y tpummkary, p<0,05,
Student’s t Tect, * Ru-1 vs. Ru-2; # Ru-1 vs. OX; ¥ Ru-2 vs. OX).
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4.3. Pe3ysitaTu TecTa 3a ierekuujy anonrose (Annexin V/PI)

Haxon mto cMmo MTT u LDH tectom nmotBpaunu 1a ncnutuBanu Komruiekcu pytenujyma(ll)
CMamyjy BHjaOUITHOCT henujux JWHWja KapIMHOMAa KOJOHA, KaKO MHIIjJUX TaKO M XyMaHHUX,
Hai crieaehy Uik y HCTpakuBamy je OMOo /1a ce UCIUTA KOjU TUIl helnHjcKe CMPTH TYMOPCKHUX
henuja je JOMMHAHTaH HaKOH TpeTHpama pyTeHujyM(Il) KoMIIeKCMMa U OKCATMIUIATHHOM.
Meronom 0Oojewa hemmja Annexin V/PI, oxpehen je npoleHar anontoTcKuX U HEKPOTHYHUX
henwja y momynamnuju henuja TpeTMpaHUX MCIUTHBAHUM KOMILIEKCHMa ITOMONY MPOTOYHOT
UTOMETpA.

4.3.1. Yrunaj pyrenujym(Il) TepnupuamH koMmIiuiekca Ha TUn cMpTH hejmja
KapuuHoMa KoJsioHa muma - CT26

Hakon 24-gacoBHor Tpetupama ucnutuBanux hemmja ICso konnenTpanujama Ru-1, Ru-
2 ¥ okcanuIUIaTuHe, hienuje cy obenexxkaBane Annexin V koju je kowyrosad ca FITC-om u Pl
U aHAIM3MpaHEe MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM TpH 4YeMmy je onapehuBaH mpoIleHaT BHjaOMIIHUX
henuja, henuja y paHoj/kacHoj anonTo3u U MPOoIeHAaT HEKPOTUYHUX hemnuja.

On ykymHOT TiporieHTa henuja kaprmaoma kosioHa mutia - CT26, koje HECY TpeTHpaHe
U crTora ciyxe kao koHtposa: 98,4% je Ouno BujabuiHo, cBera 1,59% CT26 henuja je
CIIOHTaHO yIUIO y amonTo3y, Ox tora je 0,63% Owio y cramujymy paHe amornrose, JOK je
0,96% henuja je Owio y cragujymy kacHe amonrto3e u csera 0,023% henuja je Ouno
HEKPOTHYHO.

Hakon 24-yacoBue unky6anuje CT26 henuja ca ICso koHIIEHTpalujoM koMiiekca Ru-1
(43,3 uM), Bujabmnaux henmja je ouno 95,0%, mok je y ¢asu pane amonrose 6wmmo 3,13%
henuja, a 1,83% y ¢a3u xacae anontose u 0,04% henuja je 6110 HEKPOTUYHO.

CnuuHu pe3ynrartu cy A00HjeHH U HaKoH 24-dacoBHe nHKyOauuje CT26 henuja ca ICso
KOHIIeHTparjomM koMmiuiekca Ru-2 (167,3 uM). [erektoBaHo je 94,4% Bujabunaux CT26
henuja, 2,78% henwmja je moierio panoj anonro3u u 2,69% kacHoj armonTo3u, A0k je 0,11%
henuja OMII0 HEKPOTUYHO.

Haxon npumena 1Cso kontienTpanuje okcanumiatuae (54,5 uM) y tpajamy on 24 gaca,
3abenexeno je 91,7% Bujabunaux CT26 henuja, 4,35% henuja je 6miio y paHoj anonrtosu, a
3,79% henuja y xacHOj amomnTo3u, JOK je HekpoTuuHux hemuja je 6mno 0,17% oxn ykymHe
nonynanyje ucnutuBanux henuja (Cpadukon 13).
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I'paduxon 13. PempeseHTaTHBHM TayKacTH AMjarpaMH Koju wiycTpyjy ytumnaj pyrermjym(Il) Tepmmpunua
KOMILIEKCca U okcanumiatuHe Ha Tui cMpta CT26 henuja HakoH 24-yacoBHOT TpetMaHa |Csg kKoHIIEHTpamjama
KOMIUTEKCa, (3 ekcriepumenTa paljena y tpurukary). [lonynanuja Bujabunaux hemija (Annexin V'PIY), hienuje y
pauoj anonrro3u (Annexin V*PI), henuje y kacuoj anmonrro3u (Annexin V*PI*) u nekporuune henuje (Annexin V-

PI*).
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4.3.2. Yrunaj pyrenujym(ll) tepnupuaun kommiekca Ha TtHn cMpTH heimja
XyMAaHOT eNUTEeJTHOT KOJIOpeKTaJIHOr KapiuuHoma - HCT116

KonTponHa momynanuja HeTpeTHpaHUX henHja XyMaHOT EMUTEIHOT KOJOPEKTAIHOT
kapuuaoma HCT116, nakon 24 yaca unkyOauuje y Meaujymy umaina je 97,2% BujaOuiiHux
henuja, 2,53% je O6uno ykynHo anontoTuuHux hemuja — ox yera ce 0,91% henmja nanuio
panoj amomnro3se, a 1,62% y kacHoj anomnrto3u, Aok je 0,25% henuja Ouno y cramujymy
HEKpo3e.

Haxkon tpetupama HCT116 henuja ICso konuentparujom Ru-1 komrutekca (31,8 pM)
y Tpajamy of 24 cara, xxuBux HCT116 henuja je 6uno 95,4%, nok je y ¢a3u pane anonrose
owro 1,44% henmja, a y ¢asu xacHe anonrose 2,91% wu HekpotuuHo ux je Oowmmo 0,28%
henwmja.

Hakon usmarama HCT116 henuja ICso konrentpanuju Ru-2 kommutekca (50,4 pM),
neTekToBaHo je 96,6% Bujabunnux HCT116 henumja, 1,11% henuja ce Hamwio y paHoj
anonTosH, a 1,96% y xacuoj amonrro3u u 0,28% henmja je 6110 HEKPOTUYHO.

Hakon mto cy HCT116 henuje Oune 24 cara usnoxene |Csp KOHIEHTpauuju
okcanmumiatune (9,7 uM), 3abenexeno je 95,2% sujabunnux hemnuja, 1,57% henuja y panoj

aronto3u, 3,12% henuja y xachoj anonro3u u 0,13% henuja y dhasu nekpose (I'paduxon
14).
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Annexin V

I'paduxon 14. Pempe3eHTaTHBHH TauyKacTH AHjarpaMu Koju uiycTpyjy edexat pyrenujym(Il) Tepmmpunna
KOMIUIeKca W okcaiuiuiatiHe Ha Tun cmptd HCT116 henmja wakoH 24-gacoBHor tpermana [Csg
KOHIIEHTpanyjama komruiekca, (3 ekcmepumeHTa paheHa y Tpumaukary). Ilomymanuja BujabmiHux hemuja
(Annexin V'PI'), hemuje y panoj amomro3u (Annexin V*PIY), henuje y kacHoj amomrozu (Annexin V*PI*) u
HekporuuHe hemuje (Annexin V'PIY).
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4.3.3. Yruuaj pyreanjym(ll) Tepnupuaun kommjiexkca Ha Tan cMptH henmja xymanor
KOJIOPEKTAJHOT ajeHokapuuHoma - SW480

Y nmomynanmyja HETpEeTHpPAHUX henuja XyMaHOT KOJOPEKTATHOT aJIeHOKapIMHOMA
SW480, nakon 24 yaca mHKyOanuje y meaujymy oumno je 97,8% Bujabminux hemmja, 2,02%
henuja je coHTaHO ynuio y mporec arnomntose, of yera 0,61% y pany amonrosy, a 1,41% y
KacHY aronTo3y, 0K je y (a3u vekpose omio 0,21% henuja.

Haxon uznarama SW480 henuja 1Cso konnentpamnuju Ru-1 (50,4 uM), 1eTeKTOBaHO je
96,3% Bujabuwnanx henmja, 1,06% henuja y panoj amontoswu, a 2,18% henuja y daszu kacHoj
anonro3u u 0,46% henuja je OUI0 HEKPOTUYHO.

Haxon tpetupama ICso konnentpamnujom Ru-2 komruiekca (156,1 uM) y Tpajamy ox 24
cata, Bujadbminoct SW480 henuja je 6una 93,6%, nok je y dasu pane anonrtosze 6mio 3,75%
henuja, a y ¢a3u xacue anontose 2,39% u HekpoTuuHO ux je omio 0,24% henmja.

Hakon wusnaramba SW480 hemuja ICso konmentpanuju okcanumiatade (100,4 pM),
3abenexeno je 90,4% Bujadbunnux hemwja, 5,86% henmja y panoj anonrosu, 3,30% henuja y
kacHoj aronto3u u 0,43% henuja y ¢asu nekpose (I'paduxon 15).
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Annexin V

I'paduxon 15. PempeseHTaTHBHH TaukKacTH AujarpaMu Koju wiaycTpyjy edexat pyrenujym(Il) Tepmmpunna
KOMIUICKCA M OKCaluIuiaThHe Ha Tun cmptd  SW480 henmja wHakon 24-gacoBHor Ttpermana [Cso
KOHIIEHTpanyjama komruiekca, (3 ekcrmepumenta pahjeHa y Tpuminukaty). Ilomymanuja BujabmiHux henuja
(Annexin V'PI"), hemuje y panoj amormrro3u (Annexin V*PIY), henuje y kacHoj amomro3u (Annexin V*PI*) u
Hekpotnune hemuje (Annexin V'PI7).
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4.3.4. Yrnnaj pyreaujym(ll) TepnupuauH KoMILUIleKca Ha THI  CMPTH
Me3eHXMMAJIHUX MaTuYHUX hesuja muma - mMSCs

KonTponHa momynanuja HETpeTUpaHUX ME3CHXMMATHMX MaTHYHUX henuja mumia -
MMSCs, nakon 24 dvaca uHKyOamuje y Meamjymy umana je 77,7% Bujabunnux henuja,
21,26% je Ouno ykymHO amonTOTHYHUX henuja — ox yera ce 1,36% henuja Hanuio paHoj
anonro3e, a 19,9% y kacHoj anonro3u, 1ok je 1,02% henuja 6mmo y cramujymy HEKpo3e.

Hakon Ttperupama MMSCs 1Cso koHuentpanujom Ru-1 kommiekca (17,81 uM) y
Tpajamy o1 24 cara, xxuBux MMSCSs je 6uno 51%, 1ok je y das3u pane anmontose 6uno 0,33%
henuja, a y ¢a3u kacHe anonrose 47% u HEKpOTUYHO X je ouio 1,68% henuja.

Hakon wsnarama MMSCs 1Csp konmentpamuju Ru-2 kommekca (44,70 uM),
neTekToBaHo je 52,7% Bujabunnux MMSCs, 0,28% henuja ce Hamwo y paHoj anonros3u, a
44,6% y xacHoj aronTo3u u 2,45% henuja je 610 HEKPOTUIHO.

Hakon mto cy mMMSCs 6une 24 cara uznoxene [Csp KOHIIEHTpalMju OKCAUIIIIATHHE
(19,88 uM), 3abenexeno je 63,6% Bujadbmmnux henuja, 1,06% henuja y paHoj anonTosw,
33,5% henuja y xacuoj armonto3u u 1,85% henuja y dasu nexpose (I'paduxon 16).

mMSC
HeTpeTUpaHe Ru-1
ID“ ID-‘ 3
3 1.02 198 168 470
KacHa o KacHa
03 anonToza 3 anonTosa
e I
T a2 il %0
oo e
q LI E ID. 3
E © paHa
o anonToaa .
— @0 1777 1.36 10 i §
; 0 ' 1 2 ! 3 10 ID. II:I1 ID: 10
= N ? FL‘]EI-H ’ "’ L
o
=
c Ru-2 () §
o . -
o w3 w3
| 2.45 445 185 335
. KacHa KacHa

i anonTosa 0 anontosa

FL3-H
B
1
FL3-H
E
1

paHa
anonTtosa
1.08

paHa o
anonToaa ]
0.ze

FLI-H FLI-H

Annexin V

I'padpuxon 16. PenpeseHTaTHBHHM TauyKacTH AWjarpaMu Koju wiyctpyjy edexar pyrenujym(Il) teprmpuaux
KOMIUIEKCa M OKCaJHIUIaTHHE Ha Tun cMptd MMSCS nakon 24-uacoBHor TperMana ICso KOHILEHTparjama
KOMILIeKca, (3 excriepumMenta paljena y Tpumuinkary). [lomynanuja Bujabmwinimx hemumja (Annexin V'PIY), hemuje y
paHnoj amonro3u (Annexin V*PI°), hiemije y kacuoj amonto3u (Annexin V*PI™) u wekporuune henuje (Annexin V-
PI7).
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I'paduxon 17. [IponeHTyanna 3acTymbeHOCT hennja y ¢as3u amonrose (paHa W KacHa armonTo3a 3ajeH0) HaKOH

24-qacoBHe nHKyOanuje ca pyrerujyM(Il) TeprmupuanH KOMIDIEKCHMa U OKCANHUIDIAaTHHOM y oaroBapajyhum 1Csg
KOHIICHTapIHjama.
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4.4. Pesyaratu ananuse heaujckor nukiayca

CMameHna BUjaOMIHOCTH TYMOPCKMX heiHja Koje Cy TpeTHpaHe HEKUM LUTOTOKCHYHHM
areHcoM MOXe OWTH Tocjenuia WHAYKIHWje aronTo3e, HEKpo3e W/WiIM Moceaua
3aycraBibama hemujckor mukinyca [167].

[TomTo je gokazaHo nga wucnUTUBaHM Komiuiekcu pyrteHujyma(ll) mocemyjy
[MUTOTOKCUYHY aKTHBHOCT, ciieqehn 3amarak je OMO Ja ce WCIHUTa YTHIQ] TOMEHYTHX
KOMILIeKca Ha heujcku IUKITyC, jep je yNpaBo 3aycTaBJbamkbe NENMjCKOT IUKIIyca jelaH Ol
HauMHA KOjUM C€ TOCTI)KE cMameme BHjabminHoctH hemmja. CBe ucnutuBaHe henmjcke
JUHUje cy WHKyOMpane y mepuonay on 24 carta ca ICso xoHmenTtpammjama pyteHujym(II)
TEPIUPUINH KOMIUIEKCAa M OKCAIMILIATHHE, JOK Cy KOHTposiHe henuje Ouie u3noxxkeHe camo
cBexkeM meaujymy. Hakon Tora cy henuje 60jeHe mponuanjyM joauaoM U moMohy mpoToyHe
muToMeTpHje oapeheHa je muctpuOynmja henmmjckor MUKITyca TPETHPAHUX U HETPETHPAHUX
henuja, 0MHOCHO MOOMjeHa je MpOIEHTyallHa 3acTyIUbeHOCT henuja mo ¢aszama - GO/GL, S
win G2/M. Tpukazanu noaay cy pe3yJsiTar TpU He3aBHCHA SKCIICPUMEHTA.

44.1. Yrunaj pyreaujym(ll) TepnupuaMH KOMILIeKca Ha JAUCTPHOYHH)Y
heujckor nukiayca heaunja kapuunoma koJjiona muma - CT26

On ykymHor mporieHTa henmja xkapuuaoMa kosoHa mumra CT26, koje cy CiryXumiie Kao
KOHTpOJIa, HAKOH 24 Yaca umHKyOanuje y xpanpuBoM memujymy, y GO/G1 ¢asu henujckor
ukiyca ce Haruio 64,83% CT26 henuja, 4,23% henuja je 6uno y S daszu u 23,97% henmja je
ouno y G2/M ¢asu henujckor mukiyca.

Nuky6ammja CT26 hemmja ca 1Cso kontnenTpanujom Ru-1 komrmiekca y tpajamy on 24
cara, JoBela je 0 3aycraBibama henmjckor nukinyca CT26 henuja y G2/M dasu, 300r uera
je mporeHat henuja y oBoj (a3u Ouo 3HaTHO BUIM Yy nopehemwy ca koHTposioMm. Pacnonena
CT26 hemuja mo ¢aszama henmjckor nukiyca HakoH 24-yacoBHe HMHKyOauuje ca Ru-1
komruiekcoM je crneaeha: 58,4% henuja y GO/G1 dasu, 3,65% henuja y S dasu u 28,53%
henuja y G2/M ¢asu.

Hakon naky6aruje CT26 henmja ca 1Csp koHIIeHTpanujom Ru-2 xomIuiekca y Tpajamy
o] 24 Jaca Jo1wIO0 je 10 3aycTaBibama henujckor nukiyca y GO/G1 ¢asu, unme je 3Ha4ajHO
noBehaHa npolieHaTHyamHa 3actysbeHocT henuja y GO/G1 das3u u cmamen nporeHat hemuja
y G2/M u S da3u y nopehemy ca konrpornum henujama. Ctora je auctpubyuuja henujckor
mukiyca CT26 henuja HakoH TpetmaHa Ru-2 kommiekcoM Ouna crneaeha: 71,2% henuja y
GO/G1 da3u, 2,94%, y S das3u u 18,96% y G2/M dasu.

ITpumena ICsp KOHIIEHTpalMje OKCATUIUIATHHE y Tpajamy oX 24 yaca je JoBena a0
3actoja y G2/M ¢asu hemmjckor numkiayca CT26 hemuja, Tako jga je MpOIEHTyaaHA
3actymsbeHocT hemmja y G2/M ¢a3u 3HauajHO BUIIA y OAHOCY Ha KOHTpody. Hakon 24-
yacoBHEe HMHKyOammje ca okcamuruiatuaoMm, yaeo CT26 henwja y GO/G1 ¢asu usHocuo je
56,87%, y S ¢asu je ouno 3,73% henmja, a 30,4% hemuja y G2/M ¢a3u henmjckor uukimyca
(I'paduxon 18).
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I'padpuxon 18. Ytumnaj pyrenujym(Il) Tepnupunma koMIiekca ¥ OKCATAIUIATHHE HA AUCTPUOYIHjy hemmjckor
mukryca CT26 hemmja HakoH 24-vyacoBHe MHKyOanuje. PesynraTu Ccy mpuKa3aHH Kao Cpeima BPEOHOCT =+
CTaHJap/Ha JAeBujaiyja (3 ekcrepuMenTa paljeHa y TPUILTHKATY ).
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4.4.2. Yruunaj pyrenujym(ll) TepnupuamH kKoMIulekca Ha JAUCTPUOYHHjY

heaujckor mukiayca hequja XyMaHOr eNMHUTEJTHOI KOJOPEKTAJHOI KAPIHHUHOMA -
HCT116

Haxon 24 vaca uHKyOanuje y XpaH/bHBOM MEIUjyMy y THOIMyJanuju hemuja xymaHor
enuteaHor KonopekranHor kapiuHoma HCT116, y GO/G1 ¢dasu henujckor nukiayca 6uio je
73,3% henuja, 0,92% henuja je 6mwio y S dasu u 21,27% henuja je 6uno y G2/M daszu
henujckor mukiyca.

Nukyo6ammja HCT116 henuja ca 1Cso konnenTpanujom Ru-1 koMmriekca y Tpajamy ol
24 cara, moBena je 1o 3actoja y G2/M ¢asu, yume je MOCTUTHYTa CTATUCTHYKA 3HAYaJHOCT Y
pasnunu nporenta henuja y G2/M ¢a3u y nopehemy ca kontponnum henujama. Pacmogena
HCTI116 henuja mo ¢aszama henujckor mukiayca HakoH 24-dyacoBHe MHKyOammje ca Ru-1
komruiekcoM je ciencha: 56,97% henuja y GO/G1 dasu, 1,89% henuja y S dasu u 37,37%
hemuja y G2/M dasu.

Tpermana HCT116 henuja ICsp konnenTpanujom Ru-2 kommuiekca y tpajamy on 24
caTa HMje YTUIA0 3HauajHO Ha aucTpudyuujy henujckor nukimyca HCT116 henuja. [Ipouenar
HCT116 henmuja mo ¢azama henmmjckor nukiyca HakoH 24-dacoBHe HMHKyOamuje ca Ru-2
xoMmiuiekcoM je cieaehu: y GO/G1 ¢asu je ouno 73,67% henuja, y S dasu je ouno 1,77%, a
nporieHat henuja y G2/M ¢asu je uznocuo 21,93%.

[Tpumena 1Csp KOHIIEHTpalIMje OKCAJIUILUIaTUHE Y Tpajamy of 24 yaca HHUje 3HA4ajHO
yrunana Ha hemmjcku mukoryc HCT 116 henwja. [IponenTtyanna pacnoaena henmjckor mukiyca
HCT116 henuja HakoH 24-4yacOBHOT TpeTMaHa OKCAJUIUIATHHOM je oBako u3rienana: 73,37%
henmuja y GO/G1 ¢asu, 1,33% henuja y S dasu u 21,97% henunja y G2/M dasu (I'padpuxon
19).

HCT116
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I'padmkon 19. Yrunaj pyrenujym(Il) repnupunun KoMIuiekca 1 OKCalIHIUIATHHE Ha JUCTpuOyuwnjy hemmjckor
mukiayca HCT116 henmmja 24-uacoBHe wnHKyOanuje. Pesynrtati cy npukasaHm Kao cpelmba BpETHOCT +
cTaHaapaHa AeBujanyja (3 excrepuMenTa pal)eHa y TPUILUIHKATY ).

Pacnopena henujckor uuknyca (%)
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4.43. Yruunaj pyrenujym(ll) tepnupuaumH Komiulekca Ha AUCTPUOYHHjy
heaunjckor nukiayca hesmja XxyMaHor KoJ1o0peKTAJTHOT ajileHoOKapuuHoma - SWA480

Hakon 24 vaca uHKyOanuje y XpaH/bUBOM MEIMjyMY Yy TOIyJanuju henja XymaHoT
KosiopektanHor ajgeHokapimaoma SW480, y GO/G1 da3u henujckor nukiayca ouio je 73,47%
henuja, 1,41% henuja je 6wio y S dasu u 18,27% henuja je 6uno y G2/M das3u henujckor
IUKITyCa.

Nuky6ammnja SW480 henmnja ca komrmuiekcom Ru-1 y koHnentpanuju ox 50,4 uM y
Tpajamy of 24 cara, HHje MMaja CTaTUCTUYKM 3HAYajHOT YyTHIIaja HA pacrojeny hemujckor
mukiyca SW480 henuja, Tako aa je y GO/G1 ¢asu 6uno 69,5% henuja, 1,82% henuja y S
dbas3u u 21% henuja y G2/M dazu.

Hakon 24-yacoBHor uHkyOupama SW480 hemmja ca ICso konmentpanmjom RuU-2
KOMILIEKca, Jonuio je a0 3actoja y G2/M ¢dasu, mro je moBeno a0 3HavajHor nosehamba
HpOLEHTYallHe 3acTyrubeHocTH henmuja y G2/M u S dasu u cMmamema npoleHta henuja y
GO/G1 da3u y nopehemy ca xonrpoiaauMm henujama. IIponentyanna pacrnojaena mo (azama
henujckor nukmyca SW480 henuja nakon unkyOaruje ca Ru-2 komruiekcom je cneaeha: y
GO/G1 ¢a3u je ommo 38,27% henuja, y S dasu 10,81%, a npouenar henuja y G2/M dazu je
n3Hocuo 42,8,

[Tpumena 1Cso KOHIIEHTpaLIMje OKCAMILIATHHE Y Tpajamy o 24 caTa HUje J0oBeja J0
npomeHa y pacnozenu hemujckor nukiryca SW480 henuja y onHocy Ha koHTpoay. Crora je
pacriogena SW480 henuja mo ¢daszama henujckor mukiayca o6una cieaeha: y GO/G1 dasu je
owuno 70,43% henuja, y S daszu ce Hauwio 1,39% henuja u 20,4% henuja je 6mno y G2/M dazu
(I'padukon 20).

SW480
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I'paduxon 20. Yrumaj pyreaujym(Il) Tepnupuana KOMIUIEKCAa U OKCAIHIUIATHHE HA AUCTPUOYIHjy heamjckor
mukryca SWA80 henuja HakoH 24-yacoBHe mHKyOargje. Pesynratu Cy NpHKasaHW Kao CPeba BPEIHOCT =+
cTaH/ap/Ha feBujanyja (3 excriepuMeHTa paljeHa y TpUIUIHKATY).

Pacnopgena henujckor uuknyca (%)
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4.4.4. Yrunaj pyrenujym(ll) tepnumpuamH Komiulekca Ha AUCTPUOYHHjy
hejqmjckor nukiIyca Me3eHXUMAJTHUX MATHYHUX heanja muma - mMMSCs

[Tonymannja Hetperupanux MMSCS, koja je ciaykuiia Kao KOHTpOJIa, HaKoH 24 daca
uHKyOaIruje y Meaujymy, umaina je 86,93% hemuja y GO/G1 ¢asu, y S dasu je 6uno 0,69%
henuja u 10,17% henuja je 6uno y G2/M ¢dasu henujckor mukinyca.

Nuky6ammja mMSCs ca I1Cso kormerTparjom RU-1 koMiuiekca y Tpajamy of 24 cara,
y3pokoBana je 3actoj y G2/M dasu u camuMm THM je AOLLIO 10 3HadajHor moBchara
NpOLEHTyalIHe 3acTyrubeHocTH henuja y G2/M u S dasu y mnopehemy ca KOHTPOIHUM
henmmjama. Juctpubymuja MMSCs mno ¢aszama henujckor nukiayca HAKOH 24-4acoBHE
unkyOaruje ca Ru-1 kommiekcom je ciencha: 62,37% henuja y GO/G1 dazwu, 3,76% henuja y
S ¢das3u u 29,57% henuja y G2/M dasu.

Hakon tpermana mMMSCs ca I1Csp koHtieHTpanujom RU-2 xomruiekea y Tpajamy of 24
cara, 3a0enexer je 3actoj y G2/M ¢asu, Tako 1a je MpoIeHTyalHa 3acTyIJbeHOCT hesuja y
G2/M u S ¢a3u Ouna 3HaYajHO BHUINA Y OJHOCY Ha KOHTpoiHe henuje. [Iporenaryanna
pacniogena MMSCs no ¢azama henujckor 1ukiIyca HakoH 24-yacoBHe MHKyOaruje ca Ru-2
komruiekcoM je ciencha: y GO/G1 dasu je omno 34,67% henuja, 5,41% y S dasu u npoueHar
henuja y G2/M da3u je uznocuo 54,97.

Tperupambe MMSCs 1Csp KOHIICHTpAIMjOM OKCAIHMILIATHHE Yy Tpajamy o 24 daca
y3pokyje 3actoj y G2/M dasu henujckor nukiayca, Tako 1a je MPOICHTYalIHa 3aCTYII/bEHOCT
hemuja y G2/M u S ¢a3u 3Hauajuo Buma u npomnopruonanno Hwxka y GO/Gl ¢asu y
nopehemwy ca kouTporHuM henujama. Hakon Tpermana oxcamumiaatuHoM 11,5% mMSCs je
owno y GO/G1 ¢asu, y S dasu - 14,8% u 73,23% henuja y G2/M daszu henujckor muximyca

(Fpaduxon 21).
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I'padmkon 21. Ytunaj pyrenujym(Il) reprmmpuaua KoMIuIekca U OKCalWIUIaTHHE Ha IUCTpuOyuwnjy henmjckor

KoHTpona Ru-1
mukryca MMSCs HakoH 24-yacoBHe HHKyOanuje. PesynraTu ¢y npuka3aHd Kao Cpelliba BPEIHOCT + CTaHIapAHA
neBujanyja (3 excriepuMenTa paheHa y TpUIUIHKaTy).

Pacnogena henujckor uuknyca (%)
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4.5. Aurutymopcku edekart pyreaujym(ll) repnupuann komiiekca in vivo

[TomTo cmo nmokazanu ja komriekcu pyrenujyma(ll) nmajy nurorokcuunu edexar Ha henuje
KaplIMHOMA KOJIOHA, KaKO XyMaHOT, TaKO U MUIIjer KaplIMHOMA, Hallle HApEIHO UCTPAKUBAHE
Cce OJHOCWJIO HAa HCIHTUBAKE AHTUTYMOpPCKe akTuBHOCTH pyteHujyM(ll) Tepnupuann
KOMILIeKca in Vivo.

Kao exkcnepuMeHTanmHH MOJEN KOPUCTUIM CMO MOJIEN EKTONUYHOT TYMOPCKOT

KCeHorpadta KapIgHOMa KOJIOHA, W3a3BaHOI cyOkyTaHoMm arumkainyjom CT26 henujcke
JHMHUje y JeBy aop3oiymbanny perujy BALB/C muma. HakoH miect naHa o HHOKYIaIyje
tymopckux CT26 henuja, mMMIIeBMMa Cy HHTPANepUTOHEATHO AIUIMKOBAHW HCIMTUBAHU
KOMIUIEKCH y 103 2 u 5 mg/kg TemecHe mace, kao pedepeHTHA CyICTaHIa KopuiiheHa je
OKCAJIMIIATHHA Y UCTOJ JI03H, @ Ka0 KOHTPOJIHA CYICTaHI[a CTEPUIIHU (PU3HOJIOIIKH PacTBOP.
[IpoTokos TpeTupama MHILIEBa MOAPAa3yMEBao je MPUMEHY yKYyIHO 4 103e, u TO 6. aaHa, 9.
naHa, 12. nana, u 15. naHa excriepuMeHTa, a MUIIEBU Cy )XpTBOBaHM 18. 1aHa eKcrepruMeHTa,
OJTHOCHO 72 4Yaca o] mocieimke arnkoBane o3¢ (Cxema 3).
Kommekc Ru-1 y go3u on 5 mg/kg je cynmpummupao pact Tymopa Beh HaKOH MpBe J103€ U Taj
edekaT je 3aapikaH J0 Kpaja eKkcrepuMeHTa. BoilymMeH TyMmopa MUIEBa TPEeTHpPaHUX ca 5
mg/kg Ru-1 je 6uo 3nauajuo mamu Beh 9. gana ox uHokynamnuje CT26 henuja y oxHocy Ha
KOHTPOJHY rpyny. Pasnuka y BoiaymeHy Tymopa u3Mel)y mMuieBa koju cy npumainu 5 mg/kg
Ru-1 u cBuX ocTanux rpymna je 3aap)kaHa 10 Kpaja eKCIepUMEHTa, TaKo Jia jé HAaKOH Jpyre
alNIMKOBaHE J103€ YCIOCTAaBJbEHA CTATUCTHYKMA 3HA4YajHa pa3idKa Kako y OJHOCY Ha
KOHTPOJy, TAKO U y OJHOCY Ha Japyru komiuiekc pyrerujyma(ll) - Ru-2, anu u y omHocy Ha
okcamumiatuny. Jlo 15. maHa excnepumenta je W RU-2 KOMIUIEKC CTaTHCTHYKH 3HAYajHO
UXHUOMpao pacT TyMopa y oJHOCy Ha KOHTpoiy. [Iponenar nuxuOuiuje pacta Tymopa (€HrII.
Tumor Growth Inhibition — TGI) uspauynar je npemadopmymu, TGI(%)=(Vc-Vi)/(Vc-
Vo0)*100, rae cy Vc, Vt - cpenme BpeAHOCTH BOJyMEHA TyMOpa KOHTPOJIHE U TpeTHpaHe
Tpyle TOCIeAer JlaHa eKClepuMeHTa W VO - cpelama BPEOHOCT BOJYMEHa TymMopa Ha
MOYeTKy eKnepumMera (MpBU JaH aluIMKallMje MCMMTUBAaHUX cyrcraHuu). Ilocnenmer nana
eKCIIEpUMEHTa, CBE EKIIEPUMEHTAITHE TPYIIe Cy UMaJie CTATUCTHYKH 3HAUYajHO MabU BOJYMEH
TyMOpa y OJJHOCY Ha KOHTPOJIHY T'pyIy KoOja je TpeTHpaHa caMmo (U3UOJOUIKUM PACTBOPOM
(F'paduxon 22A, Tabena 3). Cnenehu In VIVO eKnepuMEHT CHOPOBEICH je IO HCTOM
IPOTOKOJIY, CaMo Cy NpUMEHEHE J03€ KOMIUIEKca Ouiie HHKEe, OJJHOCHO CBU KOMILUIEKCH CY
npuUMemeHU y 103U o1 2 mg/kg. Youeno je na kommuekcu pyrenujyma(ll) npumemenu y 1o3um
on 2 mg/kg, umajy crabuju TyMOpHUUIHU edekar y nopehemy ca epeKToM KOjU MOCTUXKY
KajJa ce MpUMeHe y 11034 o4 5 mg/kg, mro Huje OMO Cllyyaj ca OKCAJIMIUIATMHOM, Koja je
MIOCTHUTIIA TPHOJIIKO HCTe pe3ynrare y obe mo3e. MehytuMm u mopen Tora, HHXHOUTOPHU
epexkaT Ha pacT TyMopa KOjU Cy ocTBapuin komiuiekcu pyreHujyma(ll) cy Ownm
KOMITapaOWiTHA ca epeKTHMa OKCAMIUTATHHE 10 15. maHa eKCIepuMeHTa, alld ce TIOCIIETmher
JlaHa eKCIIEpUMEHTa Ta JeJHAKOCT Y YUYMHKY ryOu m3mely rpyma xoje cy mpumane Ru-2 u
OKCAJIMIIJIATHHY, alu ce 3aapkaBa 3a Ru-1 rpymy. Tako na je nmpumena komiuiekca Ru-1 'y
no3u of 2 mg/kg mHXuOUpana pacT XeTepoTONCKOT KapLUHHOMa KOJIOHA MOjeHaKo J100po
kao u okcanumiatua (I'paduxon 226, Tadena 3).
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I'paduxon 22. Bomymern tymopa wmmeBa tperupanux pyteHujym(Il) TeprmpumuH KoMIniekcmMa U
okcanumiatuHoM y o3u o7 (A) 5 mg/kg u (B) 2 mg/kg, xpo3 nane ekcriepuMenTa. Pe3ynaraTu cy mprKa3aHu Kao
cpelma BPEOHOCT + CTaHmapaHa jaesujanudja, (12 mwmmmeBa mo rpymm, Student’s t recr, p<0,05, *Muinesu
TpeTHpany (PU3HMOJIOLIKMUM PACTBOPOM VS. MULIEBU TpeTupanu ca Ru-1, Ru-2 unm okcanunnatunom; * Ru-1 vs.
Ru-2; 8 Ru-1 vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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Ta6ena 3. [Ipouienat HHXUOUIIHMjE pacTa Tymopa

HNuxuéunuja pacra tymopa (%)

Kommmiekc
Jlo3a Ru-1 Ru-2 Ox
5 mg/kg 92,72 57,81 55,69
2 mg/kg 51,39 17,56 53,41

Ciuka 4. OpurnnanHa ciuka — BALB/C MuineBn ca MHAYKOBaHMM XETEPOTONCKUM KapLHHOMOM KOJIOHA
HakoH Tperupama pyTeHujyM(Il) TepnupuauH KOMIUIEKCHMMa M OKCAIMILIATUHOM y A03u on 5 mg/kg u
KOHTpOJIHA TpyIia MUIIEBA TPETUPaHA (PU3HOJIONIKIM PACTBOPOM.

9 -
v

Cmuka 5. Opurnnanna ciuka — BALB/C wmuimeBn ca MHIyKOBaHMM XETEPOTONCKAM KapIIAHOMOM KOJIOHA

HakoH Tperupama pyTreHujyM(Il) TepnupuIuH KOMILIEKCHMa M OKCaIMIUIATHHOM y 103U onx 2 mgkg u
KOHTPOJIHA TPyIa MHIIEBA TPETUPaHa PU3HOJIOIKUM PACTBOPOM.

0,9 % Nacl

Oxali

-1
Ru-2
Control
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4.6. EBaayanuja cucreMcke TokcuaHocTu pyrenujym(l1) repnupuaun kommniekca
4.6.1. Ilpe:xxuB/baBam-€ M TeJIECHA Maca MUILIEBA

[Mpumena komruiekca pytermjyma(ll) y mosm ox 5 mg/kg je yrumamna Ha
MPEKUBIbABAE, JIOK j€ KOJ MHILEBA KOjU CY MPUMAIH UHTPANIEPUTOHEATHO OKCAIUILIATHHY,
CTOIa NPEeXUBJbaBamka OWiia cto 1octo. HajHmku nporeHar npexxuBenux mumiesa (66,67%)
NOCNEAmer JlaHa eKCIepuMeHTa je Ouo y Tpylnud MHIIeBa KOJju Cy MpUMain
uHTpaneputoHeanHo Ru-1 y no3u ox 5 mg/kg, kako Kox 3ApaBUX TaKO M KOJ MHILIEBA ca
tymopoM. Hakon nocieame 03¢ ox 5 mg/kg Ru-2 y rpymnu muiieBa ca TYMOpPOM, HPOIIEHAT
npexxuBenux MuineBa je uzHocuo 83,33% (I'paduxon 23A). [lok je croma nmpexuBibaBama
usHocwia 100% y cBUM rpymnama MHIIEBa TpeTUpaHKUX ca 2 MQ/KQ MCIUTHBAHUX KOMIUIEKCa
(I'padukon 23B).

A
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@ 70 8/
§ $ o =>=5 mg/kg OX
a8 5 «=¥=CT26 + 0,9% NaCl
| =
E g 40 —8—CT26 + 5 mg/kg Ru-1
s

E,‘:,r = 3 CT26 + 5 mg/kg Ru-2
S8 20 CT26 + 5 mg/kg OX
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0
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DaHun eKcnepumMmeHTa

I'paduxon 23. [IporeHaT NpeXUBENNX MHUIIEBA MO IpylaMa Kpo3 JaHe eKcrepuMeHTa. (A) 31paBu MUIIEBU U
mumeBn ca uHAykoBaHUM CT26 Tymopom Tperupanu ca pyTteHujym(I) TeprnupuamH KOMIUIEKCUMA |
OKcanmuIuiaTHHOM y no3u ox 5 mg/kg. (B) MumeBn ca uHaykoBanuMm CT26 TyMOpOM TpeTHpaHH ca
pyrenujyma(ll) TepnupuanH KOMIUIEKCHMA M OKCATTUIUIATHHOM Y 103U ox 2 mg/kg.
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[lpumena wucnutuBanux pyTeHUjyM(Il) TeprnupuauH KOMIUIEKCA M OKCAJIMIUIATHHE HHjE
CTAaTUCTHYKM 3HAYajHO yTHULANa Ha npoMeHy Mace muieBa. Kommiekc Ru-1 y nos3u ox 5
mg/kg je noBeo mo Gmaror maga TelecHe Mace, Kako KOJ 3paBHX, TAKO M KOJ MHIIEBA ca
TYMOpPOM, a 00a KOMIUIEKca pyTeHujyma y 1031 oa 2 mg/kg cy noBena 70 cTarHauuje TejaecHe
mace munieBa (I'padpukonn 24).

30 O 1. aaH ekcnepumerta B 18. aaH ekcnepumerta
25
20
15

10

TenecHa maca >
muweBa (g)

0,9% NaCl 5 mg/kg Ru-1 5 mg/kg Ru-2 5 mg/kg OX
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25

=
v
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o wun

CT26 + 0,9%NaCl  CT26 + 5 mg/kg Ru-1 CT26 +5 mg/kg Ru-2 CT26 + 5 mg/kg OX

30
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=
w

TenecHa maca
o

o wu

CT26 + 0,9%NaCl  CT26 + 2 mg/kg Ru-1 CT26 + 2 mg/kg Ru-2 CT26 + 2 mg/kg OX

I'paduxon 24. Tenecua maca (A) 3apaBux muiinea u (B) mumeBa ca uamgykoBanum CT26 Tymopom mpe u
nocie npuMeHe pyteHujyM(Il) TepnmpuanH KOMIUTEKca MM OKCaIHMIUIaTHHE y 103U of 5 mg/kg. (B) Tenecna
Maca MuIieBa ca uHaykoBanuM CT26 Tymopom npe u mocie npuMene pyreHujym(Il) Tepnupuaua KoMIuieKca
WM OKcaluIuiaTuHe y ao03u o 2 mg/kg. Pesynratu cy mpukazaHu Kao Cpeldma BPEIHOCT =+ CTaHAapaHa
JeBujanuja, 12 mumesa no rpynu, Student’s t rect, p<0,05.
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[Tpunukom >XpTBOBamba MHILIEBA, H30J0BAaHU U M3MEPEHHU cy cieaehu opraHu: cpie,
jerpa, myha, OyOper, kao U nmpuMapHa TyMopcka maca. Kako 6u Ouio moryhe ymopeautu
Mace TOjeMHUX OpraHa, MPeJCTaBJbeHE Cy PeJaTHBHE Mace KOje MPEACTaBIbajy KOJUYHUK
ariCOIyTHE Mace opraHa M TeJeCHE Mace MHIIA, W3pakeHe MpoIeHTyairHo. [locmarpameM
peNmaTMBHMX Maca OpraHa 3JpaBUX MHIIEBA KOJH Cy HHTPANECPUTOHEATHO MPUMAIN
koMIuiekce pyreHujyma(ll), okcamurmmaTuny uiau (U3MOJIONIKA pacTBOP, 3amaka ce Ja HHUje
OuJI0 pa3iMKe y pelaTUBHO] Macu M30JI0BaHUX opraHa umely rpyma. Mehutum, y obe rpyme
MUIIIEBA KOJH CY HMHTpAIllEpUTOHEATHO NpuManu komiuiekce pyrenujyma(ll) je 3abenexena
HemTo Beha pelnaTWBHAa Maca jeTpe y OJHOCY Ha MUIIEBE KOjH Cy NMPUMaIH (DU3HONIOIIKU
pactBop, anu 6e3 crarucTruke 3Hadajuoctu (IC'padukon 25).
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Cpue JeTpa Mnyha Bbybper

I'papuxon 25. PenaThBHa Maca H30JI0BaHHX OpraHa 3[paBuX MuIIieBa HakoH mnpumene pyterujym(Il)
TEePIUPUINH KOMIUIEKCA MM OKCAIMIUIaTHHE Yy A03u of 5 mg/kg. PesynTtatu cy mIpuKa3aHH Kao Cpemba
BPEIHOCT + CcTaHaap/Ha AeBujaija, 12 mumesa no rpymnu, Student’s t Tect, p<0,05.
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[Topehemem penaTMBHHX Maca OpraHa MUIIEBAa Ca MHIYKOBAaHHUM TYMOpPOM KOjU CY
WHTPANIEPUTOHEATHO puMaitk KoMiuiekce pyrenujyma(ll), okcaauuiaTuay win pU3HOIOIIKH
pacTBop, youaBa ce Jla HUje OMIO pa3jiMKa y PeaTUBHO] MacH MW30JO0BAHUX OpraHa m3mel)y
rpyna (I'paduxon 26).
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I'papmxon 26. PenaTuBHa Maca HM30JI0BaHMX OpraHa MHIIEBA ca TyMOpoM HakoH npumene pyteHujym(Il)
TePIUPHUINH KOMIUIEKCA WITH OKcanumiaTuie y 1034 o1 (A) 5 mg/kg u (B) 2 mg/kg. Pesynratu cy npukazanu
Kao0 Cpellrba BPEAHOCT + cTaHAapaHa AeBHjandja, 12 muiesa no rpymnd, Student’s t tect, p<0,05.
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4.6.2. Ilpouena HepporokcnynocTn pyreHujym(l1) repnupuans koMmiuiekca

Panu npouiene ouyBaHocTu ¢yHKIMje OyOpera oapehuBana je KOHIEHTpalja ypee u
KpeaTHHUHA Y CepyMy 3JIpaBHX MHIIEBA KOjU Cy NMPUMAIId WHTPANICPUTOHEATHO KOMILICKCE
pyrenujyma(ll), okcanuruiatiHy wim GU3MOJIOIIKKA pacTBOp y pa3inuuTiM jno3ama (2 mg/kg
u 5 mg/kg). JlobujeHe cepymMcKe BPEIHOCTH ypee M KpeaTHHHWHA YKa3yjy Ha TO IpHMEHa
komruiekca pyreaujyma(ll) u okcanuruiatude y mo3u on 5 mg/kg Huje yrunana Ha noBehame
KOHIICHTpallija ypee HUTH KPEaTWHHUHA Yy OJHOCY Ha TPyIy MHUIIEBAa KOjU Cy INpHMaH
MHTpANIepUTOHEATHO (PU3MOIIOLIKU pacTBOp. Yak cy 3a0enekeHe CTaTUCTUYKY 3HAYajHO HIDKE
KOHIIEHTpAIIKje ypee y IPyNH Koja je nmpuMaia uaTparnepuroneaano 5 mg/kg Ru-2 y omHocy
Ha Tpylny MHUIIEBa KOjU Cy mnpuManu uHTpaneputoHeanHo 5 mg/kg Ru-1. Takohe cy
3a0eeKeHe CTAaTHCTHYKU 3HA4YajHO HIDKE KOHIIGHTpallMjeé KpEeaTWHWHA y TPYNH Koja je
npumaia uHtpaneputoneanno 5 mg/kg Ru-1 y ognocy Ha cBe npyre rpyne (I'paguxon 27).

(o))

o
)
*

12 0,9% NaCl M0,9% NaCl
~~ # -
10 - 05 mg/kg Ru-1 S50 - § 05 mg/kg Ru-1
= 05 mg/kg Ru-2 g 05 mg/kg Ru-2
g 81 # W 5 mg/kg OX =2 40 1 W5 mg/kg OX
E 6 1 30 -
I
P =
8 4 - E 20 -
> o
2 - £ 10 -
0 0

I'padukon 27. KoHieHTpanuja ypee U KpeaTHHHHA Y CEpyMy 3[paBUX MUIICBA HAKOH MPHUMEHE MUCITUTUBAHUX
pyrenujym(Il) TeprmupuIuH KOMIUIEKCa WM OKCalIMIUIaTHHE Y 1031 oJ 5 mg/kg. Pesynratu cy npuka3aHu Kao
cpelma BPEOHOCT + cTaHmapaHa jaesujanuja, (12 mwummeBa mo rpynu, Student’s t tect, p<0,05, *Muinesu
TpeTUpaHu (PU3MOJIOLIKUM PACTBOPOM VS. MMIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 win okcamumiartuaom, * RuU-1 vs.
Ru-2; $ Ru-1 vs. OX; 1 Ru-2 vs. OX).
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KonHuenrtpanuja ypee W KpeaTHHMHAa y CEepyMy MHIIEBAa ca TYMOPOM HAaKOH IpUMEHE
WCIIUTUBAHUX KOMIUIEKca y 103u on 5 mg/kg cy Oune Hemro npyrauuje. TauHuje, rpyna
MUILIEBA KOja je MPUMaIl MHTPANEpUTOHEATHO Ru-2 je mMana CTaTHCTUYKM 3HA4YajHO BUIIE
KOHIICHTpAallMje ypee y OIHOCY Ha CBE OCTalieé TPyle W CTATUCTHUYKA 3HAYajHO BUIIC
KOHIIGHTpallMje KpeaTWHWHa Yy OJHOCY Ha Tpyle MHUIIeBa KOjU Cy HpUMald
UHTPANEPUTOHECATHO OKCATMIUIATUHY WK Gu3uosomku pactsop (I'paduxon 28).

2 ® CT26 +0,9% NaCl 60 - B CT26 + 0,9% NaCl
- *k
10 | Egzz N i mg;tg 2“ i S50 - 1 [CICT26 + 5 mg/kg Ru-1
—~ + -
= 3 me kg ! g @ CT26 + 5 mg/kg Ru-2
g ] €126+ 5 me/ke OX 2401 W CT26 + 5 mg/kg OX
\E, 6 § 30 -
I
©
g 4 = 20 -
©
> [}]
| @
2 & 10
0 0

I'papuxon 28. KoureHTpamuja ypee W KpeaTHHHHA y CEpyMy MHMIIEBA ca TyMOPOM HAKOH TIpUMEHE
ucnuruBanux pyTeHujyMm(I) TepmupuaMH KOMIDIEKCa WM OKCATMIUIATHHE y T03W on 5 mg/kg. Pesynrartu cy
MPUKa3aHd Kao Cpehba BPEAHOCT + craHaapaHa AeBujanuja, (12 mumesa mo rpynwu, Student’s t tect, p<0,05,
*MUILIEBH TPETUPAHK (PU3MONOIIKMM PACTBOPOM VS. MUIIEBM TpeTupaHu ca Ru-1, RU-2 uny okcanunnaTunoMm,
Ru-1vs. Ru-2; 8 Ru-1 vs. OX; Y Ru-2 vs. OX).

I'pyna muieBa ca TYMOpOM Koja je mpuManu MHTpanepuroneanHo 2 mg/kg Ru-2 je
MMaja CTaTUCTUYKH 3HAa4ajHO BUIIIE KOHIIEHTPALUje ypee Y OJHOCY Ha CBE OCTalle rpyIe, 0K

ce BPEOHOCTH KpAaTMHMHA HUCY CTAaTHUCTUYKMA 3HAYajHO pasiuMkoBaje usMely rpyma
(I'paduxon 29).

12 - *#49  mcT26+0,9% Nacl 60 - B CT26 +0,9% NaCl
10 - CT26 + 2 mg/kg Ru-1 o= 50 - 0OCT26 + 2 mg/kg Ru-1
o [ CT26 + 2 mg/kg Ru-2 © B CT26 + 2 mg/kg Ru-2
_g 8 A W CT26 + 2 mg/kg OX g_ 40 - W CT26 + 2 mg/kg OX
E 6 1 £ 30 -
I
©
e 4 - B 20 -
> ©
[}
2 §- 10 -
0 0

I'padpuxon 29. KoHueHTpammja ypee M KpeaTWHMHa y CEpyMy MHUILIEBa ca TYMOPOM HaKOH IIpHMEHE
ucrnuTHBaHuX pyTteHujyM(ll) Teprmupunna KOoMIUIeKca WM OKcaiMIulaThHe y no3u ox 2 mg/kg. Pesynratu cy
NpHKa3aHu Kao Cpelliha BPEOHOCT + CTaHIapAHa AeBujauuja, (12 mumesa mo rpymu, Student’s t tect, p<0,05,

*MUIIIEBU TPETUPAHHU (PU3HMOJIONIKMM PACTBOPOM VS. MHUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 umm okcanunnarudom, *
Ru-1vs. Ru-2; 8 Ru-1 vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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4.6.3. IIpouena xenatorokcuyHocTu pyreHujym(Il) repnupuauy KomMmniexkca

Pagu mporiene ouyBanoctu GyHKIHM]je jeTpe oapehiBaHa je aKTUBHOCT TpaHCaAMHHA3a
(AJIT u ACT) y cepyMy 3apaBuX MHIIEBAa HAKOH MHTpANEPUTOHEATHE NTPUMEHE KOMILIEKCa
pyreaujyma(ll), okcamuruiatuHe wWid (DU3MOJIOMIKOT PACTBOpPA y pa3IUYUTUM jo3ama (2
mg/kg u 5 mg/kg). lobujene BpeaHoctu AJIT nu ACT jacHo ykasyjy Ja HHTpanepuTOHeaTHa
npuMeHa komiuiekca pyrenujyma(ll) y nosu ox 5 mg/kg moBomu 10 CTaTHCTUYKU 3HAYAJHOT
CKOKa BPEJIHOCTH OBa JiBa MapameTpa. [ pyna muiesa koja je HHTparnepuToOHealHo npuMaa 5
mg/kg Ru-2 je umana craTUCTHYKM 3Ha4ajHO BuIe KoHueHTpauuje AJIT y omgHOocy Ha cBe
ocrTaje rpyrne, U CTaTUCTHYKHU 3HauajHo Bumie koHueHtpauuje ACT y ogHocy Ha MuieBe
KOjU Cy MHTPANEPUTOHEATHO MPUMANIN OKCAIUTUIATHHY WM (U3UOJIOUIKH pacTBOp. MurieBu
KOjH Cy MHTpanepuToHeanHo npumand 5 mg/kg Ru-1 umanu cy cTaTHCTHYKH 3HAYAjHO BHUIIIC
koHuentpauuje AJIT u ACT y onHocy Ha MHUIIEBE KOjU Cy MHTPAIEPUTOHEATHO MPHUMAIH
OKCAJIUIIIATHHY WK (u3noomku pactBop. Huje 6uno pasnuke y Bpennoctuma AJIT u ACT
u3Mel)y rpyme Koja je MHTparnepuTOHEeaTHO mpuMmana 5 mg/kg oKcanumiaTHHE y OJHOCY Ha
rpyIy Koja je HHTparnepuToHeanHo npuMana gusronomku pactsop (I'paduxon 30).

* * *
1400 - m0,9% NaCl 600 - Xi m0,9% NaCl
1200 - * jIT— 05 mg/kg Ru-1 500 A ' 05 mg/kg Ru-1
# 05 mg/kg Ru-2 ] 05 mg/kg Ru-2

AlOOO . § ~ 400 5 make OX
= W5 mg/kg OX = ] W5 mg/kg
S 800 - me/ke 5
= = 300 -
= -
5 " L<> 200

400 - ]

200 - 100 ~

0 -— 0 - .

I'paduxon 30. Konnenrpanuja tpancammuaza (AJIT u ACT) y cepyMmy 3IpaBHX MHIIEBa HAKOH NPHMEHE
ucnutuBaHuX pyTeHHjyM(Il) TepmupuIuH KOMIUIEKca WM OKCAlMIUIATHHE y 03U o1 5 mg/kg. Pesynraru cy
NPUKAa3aHd Kao Cperhba BPEAHOCT + cTaHaapaHa aesujanuja, (12 mumesa mo rpynm, Student’s t tect, p<0,05,
*MMIIIEBU TPETUPAHH (PU3HMOJIOLIKMM PACTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 unu okcanuniarudom,
Ru-1vs. Ru-2; $ Ru-1 vs. OX; Y Ru-2 vs. OX).
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Canuan TpeHn je 3aAp)KaH U KOJ MUIIEBA ca TyMOPOM KOjH Cy MHTPAIEepPUTOHEATHO
npumainu komiuiekce pyreaujyma(ll), okcanumiatuay wix GU3HOJIOMIKA PACTBOP Y 03H 01 5
mg/kg. 'pyna mwuimeBa koja je uHTpanepuToHeanHa npumana 5 mg/kg Ru-2 je umana
craTucTUyku 3HauyajHo Buiie koHueHrtpauje AJIT u ACT y ogHOoCy Ha cBe ocTayie TpyIe.
MuieBu Koju cy uHTpanepuToHeanHo mnpumand 5 mg/kg Ru-1 umanu cy cratuctuyku
3HauyajHo Buimie koHmeHtpauuje AJIT m ACT y omgHOCy Ha MHIIEBE KOJjU CYy
MHTPANICPUTOHEATHO TMPUMAIN OKCAIUIUIATHHY WM (U3MOJIOmKK pacTtBop. Huje Owmio
pasnuke y Bpeaqnoctuma AJIT u ACT usmely rpyne koja je HHTpanepuTOHEaTHO ITpuMaia 5
mg/kg OKcalMIUIaTUHE Y OAHOCY Ha Tpymy Koja je MHTPANEepUTOHEaTHO IpHUMaia
¢buzuonomniku pacrsop (I'padpuxon 31).

* *
1400 -~ B CT26 +0,9% NaCl 600 - * * B CT26 + 0,9% NaCl
1200 - # ﬂ [OCT26 + 5 mg/kg Ru-1 500 - # ﬂ [0CT26 + 5 mg/kg Ru-1
1000 - § E3 D CT26 + 5 mg/kg Ru-2 § [ CT26 + 5 mg/kg Ru-2
§ 300 4 W CT26 + 5 mg/kg OX ’5\ 400 - W CT26 + 5 mg/kg OX
g 300 -
= | -
5 600 5
400 J < 200 -
200 - 100 -
0 — 0

I'papuxon 31. Konnenrpauuja tpancamunasa (AJIT u ACT) y cepymy MuleBa ca TYMOPOM HaKOH NPHMEHE
UCIUTHBAaHUX pyTeHujyma(ll) Tepnupunun KoMIuiekca WM OKCaluIuiaTuHe y no3u of 5 mg/kg. Pesynraru cy
MPUKAa3aHU Kao Cpe/itha BPEAHOCT £ craHiapaHa AeBujanuja, (12 mumesa no rpynu, Student’s t tect, p<0,05,
*MHIIEBU TPETHPAHH (PU3MONOIIKEM PACTBOPOM VS. MHIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 mwim okcanmumnatuaoM,
Ru-1vs. Ru-2; § Ru-1 vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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I'pyna MurieBa ca TyMOpOM Koja je mHTpanepuToHeanHa npumana 2 mg/kg Ru-1 je
uMaja CTaTUCTUYKW 3HadajHO Buile KoHueHTpauuje AJIT y omHocy Ha Tpyme Koje cy
npumaine Ru-1 wim okcanumnaruny. Huje 6uno pasnuke y Bpeaaoctuma AJIT uszmely rpymne
KOja je MHTpalepuTOHEATHO npuMaja 2 mg/kg oKcaauIUIaTHHE y OJHOCY Ha Tpymy Koja je
WHTpPANEPUTOHEATHO TpuMana ¢Gu3nonomku pactBop. Takohe, Bpemnoctu ACT ce Hucy
3Ha4ajHO pa3nukoBaie usMely rpymna (I'padgukon 32).

60 - * B CT26 + 0,9% NaCl 140 ~ B CT26 +0,9% NaCl

50 # O CT26 + 2 mg/kg Ru-1 120 - CCT26 + 2 mg/kg Ru-1
~ 40 J D CT26 + 2 mg/kg Ru-2 - 100 - D CT26 + 2 mg/kg Ru-2
3 W CT26 + 2 mg/kg OX é 80 - W CT26 + 2 mg/kg OX
= 30 - = 60 -
5 20 - < 40 -

10 - 20 -

0 0

I'padpuxon 32. Konnenrpanuja tpancamunasa (AJIT u ACT) y cepymy MuleBa ca TYMOPOM HaKOH NpHMEHE
ucnutuBaHuxX pyteHujyMm(ll) TepmupunuH KoMIUIeKca WM OKcajMIuiaTuHe y no3u oxa 2 mg/kg. Pesynratu cy
MPUKAa3aHU Kao Cpe/ithba BPEAHOCT + cTaHaapaHa aesujanuja, (12 mumesa no rpynu, Student’s t Tect, p<0,05,
*MHIIEBU TPETUPAHH (U3HMOIONIKMM PACTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 wmm okcanunnarudom, *
Ru-1vs. Ru-2; § Ru-1 vs. OX; YRu-2 vs. OX).

4.6.4. Yruuaj pyrenujym(Il) Tepnupuaun KoMmieKkca Ha BpeMe 10 peakuuje y
TecTy Bpyhe miioue (mpouneHa HeypOTOKCHYHOCTH)

3a BpeMme Tpajama TecTa (60 cekyHaM) HHUCY 3a0elieeHe KapaKTepUCTUYHE Peakluje
Ha TEPMaJTHU CTUMYJTyC (JIN3ambe 3a/Iihe MAMnIe, TPEIICHhe 3aIkhe MANNIe WIA 0/ICKAKHBAHE
0]l IOJJIOTe) KO TPETUPAHUX I'pyTa MUILEBA, aTU HU KOJl KOHTPOJIHE TPYIIE.

Tecta Bpyhe 1utoue ce MHauYe KOPHUCTH Kao jeaH OJ TECTOBa 3a MPOIEHY pa3Boja
CEH30pHE HeypoIlaTHje EKCIIePUMEHTATHUX >KUBOTHHA, MehyTuM mpema mnojamuma u3
autepatype, BALB/C wmuieBn nmMajy moBehaH mpar OCeT/bHBOCTH Ha TEPMAJIHU CTHMYIYC
[168], Te ¢ 003upoM Ha Ty YHMECHUILY M J0OHjeHe pe3ylTaTe TecTa Bpyhe riode He MOKeMO
MIPOIICHHUTH JIa JIM j€ JIOIUIO JI0 pa3Boja CEH30pHE HEypOIlaTHje KO MHUIIEBA KOJU Cy TTPUMaITH
xomrutekce pyrernjyma(ll) wmm okcanumnaruny.
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4.6.5. ITaTOXHUCTOIOLIKA AHAJIN3A

VY uuspy eBaiyalnmje CUCTeMCKe TOKCH4HOCTH pyTeHujyM(I) Teprnimpuann komiuiekca
U OKCaJIMIUIaTUHE, KOjU Cy alNIMKOBAaHU 3J[paBUM MHUILIEBMMA M MHILIEBHMA Ca MHIyKOBAaHUM
TYMOPOM, UHTPANIEpUTOHEATHO CBAaKU Tpehu JaH y Tpajamy O IBE HEJeJbE U Y JIBE 03¢ - 2 U
5 mg/kg, aHanu3upaHu Cy MCeYlld TKHBa cplia, Oyopera, iyha u jerpe U Tymopa Koju cy
000jeHN XeMaTOKCUJIIMHOM U €03UHOM.

Pesynratu xuctosnomke aHanuze miyha cy mokasalid Ja HHje JIOILIO 0 pa3Boja
MeTacTasa y Iiyhuma, mTo je U OYeKHBAaHO ¢ 003MpOM HAa KOPUIINEHU XETEPOTOIICKH MOIEI
KapIMHOMa KOJIOHA.

MUKOPCKOIICKO WCIHTHBAKE XHMCTOJIONIKUX Mperapara napeHxuMma rmiyha 3apaBux
MUIIIEBA ¥ MUIIIEBA Ca WHIYKOBAHUM TyMOPOM KOju ¢y Tpetupanu ca 5 mg/kg pyrerujym(Il)
TEPIUPUINH KOMIUICKCA, OKCAIMIUIATUHE WM (PHU3HOJIOMIKMM pPacTBOPOM, yKasyje Ha
NpUCYTHY NacuBHy xunepeMujy (1) u mokugane anBeojapHe 3ugoBe-eMduszeM (2) y CBUM
eKCIepUMEHTAIHA Tpylama, yKibydyjyhu n kontponny. JIok cy aeckBaMaliyja aiaBeoiapHOT
enuTena (3) ¥ HEKpo3a U JecKBamallija peCupaTopHOr enutena (4) 3adenexeHe y rpynama
tperupanum komiuiekcuma pyreHujym(Il), (Cauka 6).
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| - -
B - -

Cmuka 6. Tlpecek miyha (100x ysehame) (A) 3mpaBux u (B) BALB/C  mumieBa ca WHIyKOBaHHM
XETEePOTONCKUM KaplMHOMOM KosioHa - CT26, koju cy tperupanu ca 5 mg/kg pyrenujym(Il) tepnupumun
KOMIUIEKCa, OKCATUIUIATHHE WM (QU3HOIOLIKUM PAaCTBOPOM.
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Xucronomka aHajaM3a TNpernapara mnapeHxuMma Iuiyha MumeBa W3 CBHX Tpyma
tpetupanux ca 2 MQ/Kg MCHHUTHBAHUX KOMIUIEKCA, yKa3yje Ha MPUCYTHOCT: MPOIIUPEHOT
Ba3AyIIHOI TPOCTOPA HACTAJIOr PYNTYpoM ajieosiapHux centyma (1), WHTepcTHIMjaIHEe
mumporurae uHGUITpanmje (2), nmepubponxujamHe aumdoruTHe HHHITpairja (3) u
koHrectuje (macuBue xunepemuje) (4), (Camnka 7).

Canka 7. Ipecek myha (100x yBehamwe) BALB/C wMuineBa ca MHAyKOBaHHM XETEPOTOICKUM KapIHHOMOM

kosona - CT26, koju cy tperupanu ca 2 mg/kg pyrerujym(ll) TeprmupuanH KOMIUIEKCA, OKCATUILIATHHE WIIH
(U3HOJIOLIKMM PaCTBOPOM.
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XUCTOMATONIONIKA aHallu3a TKUBHUX Hcedaka OyOpera yka3yje Ha TPUCYTBO ITaCHBHE
xunepemuje (1) y cBUM ekmepuMeTallHUM TpynaMa TpeThpaHum ca 5 mg/kg ncnuTuBaHUX
KOMILJIEKCA, Ka0 U Y KOHTPOJIHOj TPYNU. Y TpyNH 34paBUX MHUILIEBA KOjU cy Tpetupanu Ru-2
KOMIUIEKCOM 3a0esekeHe Cy MpOMEHe: XUIEePIEeNyIapHOoCT riiomMepyiia (2), mapeHXxuMaTro3Ha
JereHepanuja enurena kKananmuha (3), MHTpaTyMUHATHH LMIUHIpH (4), OK je y Tpymu
MuIeBa TpeTupanux RU-1 komrmuiekcom, mopen Beh HaBeneHMX NpPOMEHa, 3a0€NeKEHO H
KpBapemwe y uatepctuijymy (5), (Cauka 8).

Cmuka 8. Ilpecex OyOpera (100x ysehame) (A) 3apasux u (B) BALB/C wmwumieBa ca WHIyKOBaHUM
XETEePOTONCKUM KaplMHOMOM KosioHa - CT26, koju cy Ttperupanu ca 5 mg/kg pyrenujym(Il) tepnupumun
KOMIUTEKCA, OKCATMIIIATHHE WM (PU3HOJIOIIKAM PACTBOPOM.
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[Ipomene y TkuBy OyOpera koje cy mpoHalleHe y CBUM rpynama, ykJpydyjuhu
KOHTPOJIHY M €KCIIEpUMEHTAJIHE TpyIe TpeTupane ca 2 mg/kg NCIUTUBAHUX KOMILIEKCA, CY
XUMNEepUETyJIapHOCT TIIoMepysia ca wuHbuaTpaujom naumdonura u MoHoumuta (1) wu
napeHxXuMaTo3Ha JiereHepalyja enurena TyOynia ca JeckBaManujoM U Hekpo3oM (2). ITopen
NPEeTXOJHO TIOMEHYTUX TIPOMEHa, KOje Cy 3ajeIHMYKe 3a CBE TPETHpaHe TpYIIe,
UHTEPCTUIUJATHO KpBapewe je JOJaTHO TNPUCYTHO Yy Tpymud Koja je TpeTupaHa
OKcaluIIaTHHOM. Xujanuau nuinaapu (3) u GokaiHa XujaauHa mpoMeHa rioMepyina (4) cy
JOJIaTHO MPHUCYTHU y TPyIu Koja je Tpetupana Ru-1, a y rpynu koja je tperupana Ru-2 cy
NPUCYTHH M XHjaJMHU LWIUHIPY, TJI00aHa XUjajllHA IPOMEHAa M Hekpo3a riomepyna (4),
(Cauka 9).

Ciuka 9. IIpecek O0ybpera (100x ysehawe) BALB/C MumieBa ca HHIYKOBaHUM XETEPOTONCKUM KapILMHOMOM
kosioHa - CT26, xoju cy tperupanu ca 2 mg/kg pyrerujym(Il) tepnupuanH KoMIuIekca, OKCAJUIIATHHE WIN
(PU3HOIIONIKMM PacTBOPOM.
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AHanu3a XUCTOINATOJIOMIKMX HCEYaKa jeTpe YyKa3dyje Ha IMOCTOjale IacuBHE
xunepemuje (1) y cBUM eKClIepUMEHTaIHUM rpynama TpeTupanuM ca 5 mg/kg ncnutuBaHux
KOMIUIEKCa. Y HcedIlMMa jeTpe W3 TPYNH MUIIeBA Ca WHIYKOBAaHHM TYMOPOM KOjU Cy
TpeTupanu ca 5 mg/kg okcanumiaTiHe, JOJATHO Cy 3a0enekeHe MPOMEHE TUIa: aHU301IMTO3a
¥ aHW30KOpHja xemaronuTa (2) u xujaporcHa u 6anonupajyha nerenepamnuja xenaronura (3).
doxanHa u xoH(IyeHTHa Hekposa (4), uHpMITpanMja MOPTHUX MpocTopa (5), HOPTHU U
nepunoptau xenarutuc (6), (Canka 10).

Cmuka 10. TIpecek jerpe (100x yBehame) (A) sapaBux u (B) BALB/C wmwumeBa ca wuHIyKOBaHHM
XETEePOTONCKUM KaplMHOMOM KosioHa - CT26, koju cy Ttperupanu ca 5 mg/kg pyrenujym(Il) tepnupumun
KOMIUIEKCA, OKCATMIUIATHHE WM (PU3HOJIOIIKAM PACTBOPOM.

88



Pesynmamu Maja Casuh

[Ipomene HacTaje y jeTpu MHILEBA U3 CBE TPU EKCIIEPUMEHTAIHE TpyIie, TPETHPAHE ca
2 mg/kg ucnUTUBAHUX KOMIUIEKCa Cy: MacuBHa XumnepeMmuja — KoHrectuja (1), xuaporcHa u
OamoH jereHepanuja xemaronuta (2) W QokasHa W KOH(IYEHTHAa HEKpo3a Cpeame U

nepudepHe - NOPTHE 30HE JI0Oyyca, cy 3ajemHUUKe 3a cBe Tpetupane rpyne 2 mg/kg (3),
(Cauka 11).

Ciuxka 11. TIpecek jetpe (40x yBehame) BALB/C mwumieBa ca MHIYKOBaHUM XETEPOTONCKUM KapIMHOMOM

konoHa - CT26, koju cy tperupanu ca 2 mg/kg pyrenujym(Il) Tepmupunus KoMIuiekca, OKCaaUIUIATHHE WU
(hU3HOJIOIIIKUM PACTBOPOM.
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XUCTOJNOMIKK TPEeceK Ipernapara cpla MHIIeBa TpeTHpaHux ca 5 mg/kg ucnuTuBaHUX
KOMILIEKCa, Kako 3/paBMX TakO M ca HMHJIYKOBaHUM TYMOPOM, YKa3yjy Ha IpPHCYCTBO
MPOMIMPEHOT HHTepcTuIjyMa (1) y TOTOBO CBHM TpEeTHpPaHHMM Trpynama, yKJbydyjuhu
KOHTPOJIHY TIpyly MHMIIEBa KOJU Cy MNpUMaau camMo (usnosiomku pactBop. [lacuBHa
xurnepemuja (2), xuneprpodpuja (3) u JereHepaTMBHE NpOMeHe Kapauomuouuta (4) cy
3a0esie)KeHe y TpyIU MHULIEBA KOJU Cy TpeTHUpaHu KoMIiulekcoM RuU-2, nok je kox 3apaBux
MUIIIEBAa TpPETHpaHUX KomIuiekcoM RU-1 momatHo pas3BujeHa M (OKalHA KoaryJamuoHa
Hekpo3a muokapaa (5), (Cauka 12).

A-

Cuiuxka 12, TIpecek cpra (100x ysehame) (A) 3apasux u (B) BALB/C mumiea ca HHAyKOBaHUM XETEPOTOIICKAM
kapuuHoMoM kosona - CT26, koju cy Tperupanu ca 5 mg/kg pyrenujym(Il) Teprnupumun Komiuiekca,
OKCAIUILUIATHHE WIH (U3HOTIOLIKAM PACTBOPOM.
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Xwucronomika aHanusa cpua OTkpwia je xuneprpoduja mummhaux Biakana (1) ca
XOMOTCHHU3AlKjoM capkoriazmMe (3) M HpOLIMPEHheM HWHTePCTUIHjyMa Y3 JUMQOIUTHA
3anajbeHCKU WHQHUITPAT MepuBacKyidapHo (2) y cBuM rpymama tpertupanuMm ca 2 mg/kg
ucnutuBanux komiuiekca pyrenujyma(ll) u okcanumiariae (Ciamka 13).

Camnka 13. TIpecek cpua (100x ysehamwe) BALB/C wmuiieBa ca MHIyKOBAaHMM XETEPOTONCKHUM KapI[HHOMOM

konoHa - CT26, koju cy Tperupanu ca 2 mg/kg pyrenujym(Il) TepmupuarH KOMIUIEKCa, OKCATMIUIATHHE WIIH
(DM3HOJIOLIKIM PacTBOPOM.
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XUCTOJNOMIKK TPECceK MpenapaTa NpuMapHOT TyMopa MHIIEeBa TpeTupanux ca 2 mg/kg
OKCAJIMIIJIATHHE TMOKa3yje HaryalleHa Mojba HEeKpo3e reorpadckor Tuma kKoja Hucy Beha of
1oJba HEKpO3a y TyMOpHMa HeTpeTHpaHux wmwumeBa. Hajsehu neo mpumapHor tymopa
mutieBa Tpetupanux ca 2 mg/kg Ru-1 je nekporuuan. Ilosba HEKpo3a y TyMOpHUMa MUIIIEBa
Tpetupanux ca 2 mg/kg Ru-2 cy Beha y mopehemy ca mossMMa HEKpo3e y TyMopUMa
HETPETUPAHUX MUILIEBA U MHUIIEBA TPETUPAHUX OKCATMIUIATHHOM, alll Cy Mama y nopehemy
ca oJbuMa HeKpo3e y TyMopuMa MuiieBa Tpetupanux Ru-1 (Cauka 14).

CT26 + 0,9 % Nacl

A

3 L
|

W

" %:§%NaCI

2 mg/kg Ru-2

Cmuka 14. Tlpecex npumapHor tymopa CT26 (100x ysehawme) BALB/C  mumeBa ca WHIyKOBaHUM
XETePOTONCKUM KaplMHOMOM KoioHa - CT26, koju cy Tperupanu ca (A) 5 mg/kg u (B) 2 mg/kg pyrenujym(1l)
TEpHUPHUINH KOMIUIEKCA, OKCATUIIATHHE WITH (PU3HOJIONIKIM PACTBOPOM.
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4.6.6. YTuuaj pyreaujym(Il) repnupuann koMijiekca Ha 3acTylJbeHOCT hesuja
HMYHOT cucTeMa y nepudepHoj KPpBU

[IpumeHoM mpoTOYHE ITUTOMETpHU]jE oJipeheH je mporeHaT 1mojeAuHuX heirja UMyHOT CUcTeMa
y mnepudepHOj KpBU 3ApaBUX MHUIICBA W MHUIIEBA Ca WHIYKOBAHHM XETEPOTOIICKUM
KapIIMHOMOM KOJIOHA, KOju ¢y TpeTupanu ca 5 mg/kg pyrenujym(ll) repnupuans Komiuiekca,
5 mg/kg okcanuruiaTiHe Wi GUINOIOIIKAM PACTBOPOM.

IMpouenar CD4* T numdonura u CD8" T numdonuTta, je Ouo Mamu y rpynu 3ApaBux
MHUIIIEBA KOJU Cy HHTpanepuTOHeIHO npuMaii 0ba pyrenujym(ll) tepnupuans koMiuiekca y
OJTHOCY HAa MHIIEBE KOJH Cy TPETUPAHU OKCAIUILUIATHHOM WM caMO (DU3HOIOIKUM
pactBopoM, anu 0e3 craructuuke 3Ha4dajHocTu. Jok je mporeHar NK hemuja u NKT henuja
OMO CTaTUCTHYKM 3Ha4YajHO Behw y Tpynw 37paBUX MHIIEBA KOJU Cy HPUMAIU
UHTpanepuToHeasHo Ru-1 komrmiekc y OJHOCY Ha MHIIEBE KOjU Cy HHTpANepUTOHEATHO
npumani Ru-2 komiieke, okcanumiatuy wid ¢gusnosnomniku pactsop (I'padpuxon 33A).

[Ipumena Ru-1 xomIiekca KOA MHIIEBAa ca HMHIYKOBAaHUM XETEPOTOIICKUM
KapIIMHOMOM KOJIOHA je JioBela 0 CTAaTUCTHYKW 3HAYajHOr MoBehama MpOLECHTYyaIHe
sacrymbenoctt CD8" T sumpormra u NKT henuja y oaHocy Ha CBe ocraie Ipyne u
CTaTUCTHYKU 3HA4YajHO BUIIM MporeHTyanHu yaeo NK henuja y oqHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYITY
U TPymy Koja je TpeTHpaHa OKCAJIMILIAaTHHOM. lIpuMeHa oKcanuIiaThHE KOJ MHUIIEBa ca
uaaykoBanuM CT26 Ttymopowm, je yrunana aa npouenar CD4* T numdorura Oyne Behu y
oJHOCYy Ha 00e rpyne tperupane pyrerujym(ll) TepnupuauH KOMILIEKCHMa M Y OJIHOCY Ha
KOHTPOJIHY TPyIy, ainu 0e3 cratiuctuuke 3Hadajuoctd (I'paduxon 33B).
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m0,9% NaCl ORu-1 ERu-2 EOXx
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I'padukon 33. IIponenryanna 3acrymbenoct CD4* T numdonmra, CD8* T numdonura, NK u NKT henuja y
nepudeproj kpsu koj (A) 3apaBux mumiea u (b) mumesa ca uagykoBanum CT26 TyMOpoM, HAKOH HpHUMEHE
ucnutuBaHux pyteHujyMm(ll) TepmupuanH KOMIUIeKca WM OKcalMIulaTHHe Y no3u on 5 mg/kg. Pesynratu cy
MPUKa3aHU Kao Cpe/ba BPEAHOCT + CTaHaapaHa aeBujaruja, (12 mumiesa mo rpymu, Student’s t tect, p<0,05,

*MUILEBM TPETUPAHU (PU3UOJIONIKUM PACTBOPOM VS. MULIEBU TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 win okcanunnatuHoM, #
Ru-1vs. Ru-2; ¥ Ru-1 vs. OX; TRu-2 vs. OX).

94



Pezynmamu Maja Casuh

[IponeHTyannu yneo MOHOLUTa je OMO CTAaTUCTHYKU 3HAYAJHO MAambH y TPYNHU 3IPaBUX
MHUIIIEBA KOJU Cy HHTPANIEPUTOHEATHO MPUMAIIA OKCANUILIATUHY Y OJHOCY Ha MUIIEBE KOJH CY
WHTpANEePUTOHEATHO TpuManu RU-1 komrekc wiam QU3MONIOMKH pacTBop. [IporeHar
nonynanyje Ly6C” MoHOIHMTA je OMO CTAaTUCTHUYKH 3HA4YajHO BUIIHU y TPYIH 3PAaBUX KOJU Cy
UHTpANlepUTOHEATHO TMpuMain Ru-1 KoMIIeKC y OJHOCY Ha MHIIEBE KOjH CYy
MHTPANEPUTOHEAIHO MPUMATH OKCAIUIUIATUHY, Ru-2 KOMIUIEKC WM (PU3UOJIOMIKH PACTBOP.
Jlok je mpumeHa okcanumiaTMHe U RU-2 Kommiekca KOJA 3ApaBUX MHMIIEBa JOBENA JI0
CMam-erba MPOLEHTYAIHOT yena nomyamnuje Ly6Cc” MoHoIMTa y 0JIHOCY Ha IPpyIly TPETUPAaHY
KoMmIuiekcoM Ru-1 W KOHTponHy rpymy, anu 0e3 MOCTH3ama CTaTUCTHYKE 3HA4YajHOCTU
(Fpaduxon 34A). IlpuMeHa OKcaaHWILIaTHE je€ OOBeJa A0 CTAaTHCTHYKHM 3HAYAjHOT Iaja
MPOLIEHTYAJTHOT y/ieJla MOHOITUTA KO/ MHUIIeBa ca WHAykoBaHUM CT26 TyMOpoM y OJHOCY Ha
KOHTPOJIHY TpyImy M y OJHOCY Ha MHUIIEBE KOJU Cy HHTpalepUTOHEATHO MpuManu oba
pyrenujym(Il) teprmpunuucka kommiekca. Mumesu ca CT26 TymMopoM KOju Cy TpeTUpaHU
RuU-2 koMmIuiekcoM Cy MMalld CTaTUCTUYKU 3HAa4YajHO Behu mpoieHaT nomynamuje Ly6c
MOHOIIMTA Y OJTHOCY Ha KOHTPOJIHY TPYIy U TPYIy Koja je MpuMaia OKCaTUILIaTHHY, TOK HHje
OWJI0 3HaYajHE pasjuKe u3Mel)y rpymna y nmpoLeHTya HOj 3aCTyIULEHOCTH momyanuje Ly6c”
moHoruta (I'padukon 34B).

A m0,9% NaCl ORu-1 ERu-2 MOx
50 -

*§

20 -

10 - d

MpoueHat henuja (%)

MoHoumnTn Ly6c+ mOHOUMTH Ly6c- MOHOUMTH

b B CT26+0,9% NaCl DOCT26+Ru-1 M CT26+Ru-2 M CT26+0x

35 ~
30 -
25 -
20 -
15 A
10 -

Bl

MpoueHat henuja (%)

MoHouuTH Ly6c+ moHOUMTH Ly6c- moHOUNTH

I'paduxon 34. [IpoueHTyaiHa 3acTyIJbeHOCT MOHouMTa, LY6C™ n Ly6C™ moynamnuje MoHOIMTa y nepudepHoj
KpBH Koz (A) 3npaBux muimeBa u (B) mumesa ca naaykoBanuM CT26 TymMOpoM, HaKOH NpUMEHE MCITUTHBAHUX
pyrenujym(1l) TeprnupuaIH KOMIUIEKCa WM OKCAIMIUIATHHE y no3u ox 5 mg/kg. Pesynratu cy npukasaHu Kao
cpeama BpEeJHOCT + cTaHaapiaHa aeBujanuja, (12 mumesa no rpymw, Student’s t tect, p<0,05, *Muiesn
TpeTHpanu (PU3MOJIONIKMM PACTBOPOM VS. MHIIEBU TpeTupanu ca Ru-1, RU-2 wim okcamumiaruaom, * Ru-1 vs.
Ru-2; ¥ Ru-1vs. OX; YRu-2 vs. OX).
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IMporenar momynaruje CD11c™ + CD11b* je Guo cTaTHCTHUYKK 3HAYAJHO BHUIIM y TPYIH
3IpaBUX MHUIIEBA KOjU Cy NPUMAIM HHTpanepuToHeanHo Ru-1 KoMIuiekc y oOJHOCY Ha
MUILIEBE KOJU CYy MHTPATIEPUTOHEATHO IPUMAIIN OKCATHILIATUHY WIH (PU3HOJIOIIKHA PACTBOP.
Jlox ce mponenar nonyinanuje CD11c™ + DC u Heyrpoduiaa HHMje CTATUCTUYKU 3HAYAjHO
pas3IMKoBao u3Mel)y rpyma 3apaBuX MHIIEBa Koju cy npumanu pyteHujyMm(Il) teprnupumun
KOMIUIEKCE, OKCaMIUIaTuHy Win ¢usnoiomku pactBop (I'paduxon 35A). IIponenryanna
3aCTYIJbEHOCT HeyTpoduia je Owia CTaTUCTUYKH 3HA4YajHO HWXKA y TPYHNH MHIIEBa ca
TYMOPOM KOjU Cy MHTPANEPUTOHCATHO MPUMAIH OKCAJHUILIATHHY Yy OJHOCY Ha MHILIEBE KOjU
Cy MHTpamnepuToHeasHo npumainu pyreHujym(ll) Tepnupuann komiuiekce win (HU3HOIIOMIKA
pactBop. Jlok ce mpouenar nonynamuje CD11ct + DC u CD11c™ + CD11b* henuja uucy
CTaTUCTHYKM 3HAYAJHO pa3IMKoBao u3Mely Tpyrna MuIieBa ca TyYMOPOM KOjU Cy HpUMAald
komruiekce pyreaujyma(ll), okcanumnaruny nin ¢pusznonomku pacteop (I'padukon 35B).

A m0,9% NaCl ORu-1 ERu-2 EOx

*§

MpoueHaT henuja (%)
[y
o

CD11c+DC CD11c+CD11b+ Heytpodpunu

B CT26+0,9% NaCl [OCT26+Ru-1 @CT26+Ru-2 MCT26+0x
25 ~

15 A

MpoueHaT henuja (%)

*§1

CD11c+DC CD11c+CD11b+ HeyTtpodunum

I'papuxon 35. IlpouenrtyanHa 3actyrubeHocT HeyTpodwmia u momynanuje CD11c*+DC, CD11lc*+CD11b*
henmmja y nepucdepHoj xpBu xox (A) 3apaBux mumesa U (B) mumesa ca naxykoBanum CT26 TymopoM, HakoH
npuMeHe ucnutuBaHuxX pyTeHujyM(I) TepnupuaMH KOMIUIEKCa WM OKCAaJIWIUIaTHHE y ao3u ox 5 mg/kg.
Pesynratu cy npukasaHu Kao cpelba BPEIHOCT + cTaHAapiHa aeBWjauuja, (12 mumesa 1o rpynu, Student’s t
tect, P<0,05, *MumeBu TperupaHu (UIHOJIOUIKMM PAcTBOPOM VS. MHIIEeBH Tperupanu ca Ru-1, Ru-2 wim
okcamumaaTuaoM, ¥ RuU-1 vs. Ru-2; ¥ Ru-1 vs. OX; 1 Ru-2 vs. OX).
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4.6.7. OKCHAALMOHM CTATYC 3IPABOI U TYMOPCKOI TKHBa MHIlIeBa
4.6.7.1. Huso TBARS y xomoreHnary 3paBor 4 TYMOPCKOI TKHBa MHIIeBa

Edextn npumene pyrenujym(Il) TepnupuauH KOMIUIEKCa M OKCAIMIUIATHHE Ha
BpPEIHOCTH WHJEKCA JIMMHUIHE epokcuaamnuje (n3paxen kao TBARS) y xomorenaty 3npaBor
U TYMOPCKOT TKHBa Cy mpenctaBjbeHn Ha I'pagukony 36. Bpemnoctu TBARS cy
CTaTUCTHYKM 3HA4yajHO MoBehaHe y cCplLy MHuIIEBAa KOJU Cy TpPETHPaHH KOMIUIEKCHMA
pyreanjyma(ll), y mopehemy ca rpymnom koja je nmpumaia OKCATUIUIATHHY WU (PU3HOIOIIKA
pacTBop. 3abene)keHo je 3Ha4yajHO CHIKEHe BpeaHocTd [BARS y jerpu muIineBa u3 CBHX
EKCIepUMEHTAIHUX TPyIa y OJHOCY Ha KOHTpoiy. [IpuMeHa okcaiuruiaTuHe je J0Bena JI0
CTATUCTUYKH 3HavajHOT noBehama BpeaHoctr TBARS y minyhuma y ogHOCy Ha KOHTpOITY Uy
OJTHOCY Ha TpyIly MHIIeBa TpeTupanux ca Ru-1. Jlok je y TkuBy OyOpera 3a0enexeH 3Ha4ajaH
ckok TBARS y rpynu mumeBa koju cy Owiu Ttpetupanu ca Ru-2, y mopehemwy ca cBum
ocrtanuM rpynama. [Ipumena xomruiekca pyrenujyma(ll) je momena 1o 3Ha4ajHOT CHHKEHHA
BpenHoctu TBARS y TyMOpCcKOM TKUBY Y OHOCY Ha TpYyIly KoOja je mpuMaa OKCaTuILUIaTuHY
WK (PU3MOJIONIKA PACTBOP.

3 q W CT26 + 0,9% NaCl
* OCT26 + 5 mg/kg Ru-1
25 | # % O CT26 + 5 mg/kg Ru-2
© B CT26 + 5 mg/kg OX
@ §
é > | * *
g § 1_[ *#ﬂ * *
© 1,5 - °
E * * *
%) 4
o 1
<
m
- 0,5 -
0 .
Cpue Jetpa Mnyha Bybper Tymop

I'padpuxon 36. Bpennoctu TBARS y xomoreHary 3apaBor U TyMOPCKOT TKHBa HakoH npumeHe pyteHujym(Il)
TEPHUPHIMH KOMIUIEKCA WJIM OKCAHUIUIaTHHE Yy jao3u on 5 mg/kg. Pesynrati cy npukasaHm Kao cpefrba
BPEIHOCT *+ cTaHmapaHa aeBujanuja, (12 mumesa mo rpymm, Student’s t tect, p<0,05, *mumeBn Tperupanu
(U3HONOIIKMM PACTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, Ru-2 umm oxcanunnatusnom, * Ru-1 vs. Ru-2; § Ru-1
vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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4.6.7.2. HuBo peayxkoBanor riayratuona (GSH) y xomorenary 3apaBor u
TYMOPCKOT TKMBAa MHUIIIeBa

Edextn npumene pyrenujym(ll) TepnupuIuH KOMIIEKCA W OKCAJIHMIUIATUHE Ha
BpeHOCTH peaykoBaHor riytaruoHa (GSH) y xoMoreHarty 31paBor U TYMOPCKOT TKHBa Cy
npezncraBibeHd Ha ['paduxony 37. [IpuMena okcanuIiaTiHe A0BENa JI0 3HAYAJHOT CHIKCHA
BpenHoctd GSH y jerpu y oaHocy Ha cBe ocrtane rpyne. Jlok je kommunaa GSH 3HauajHO
noBehan y miyhuma mumeBa koju cy npumanu pyteHujyM(Il) TeprnupuauH KoMIuiekce y
nopehemy ca rpynom Koja je IpuMuiia OKCAJIUILIATUHY U KOHTPOJIHOM TPYIIOM, aJld ca Jpyre
crtpade npuMmeHa Ru-2 3navajHO je cHu3mia BpenHoct GSH y OyOpesuma y mopehemy ca
KOHTPOJIHOM TpyNoM U moBHcuia BpegHoctH GSH y TKkuBy Tymopa y OZHOCY Ha Tpymy
Tpetupany ca RuU-1 kommiekcom. Huje mocrojanma CTaTHCTHMYKK 3HAYajHA pa3jikKa y
Bpennoctuma GSH m3mehy rpyna y cpiy.

120 1 mcT26 +0,9% NaCl
OCT26 + 5 mg/kg Ru-1 * %
100 - BCT26+5 mg/kg Ru-2 #
W CT26 + 5 mg/kg OX §9
g w0
s *§1
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(@]
> 60 -
E
T
o 40 -
O
20 A
O .
Cpue Jetpa MNnyha Bybper Tymop

I'papuxon 37. Bpennoctn GSH y XxomoreHaTy 31paBor M TyMOPCKOI' TKMBa HakoH mpuMeHe pyteHujym(Il)
TEPHUPHIMH KOMIUIEKCA WJIM OKCAIUIUIaTHHE Yy a03u on 5 mg/kg. Pesynrarn cy mpukazaHu Kao cpeama
BpEIHOCT * craHmapaHa Jesujanmja, (12 mumesa mo rpynu, Student’s t tect, p<0,05, *MumeBu TpeTupaHu
(U3HONOIIKMM PACTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, Ru-2 umm oxcanunnatusnom, * Ru-1 vs. Ru-2; § Ru-1
vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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4.6.7.3. AxTuBHOCT cynepokcua-aucmytaze (SOD) y xomorenary 3apaBor u
TYMOPCKOT TKMBAa MHUIIIeBa

Edextu mpumene pyrtenujym(Il) TepnupuauH KoMmIIeKca W OKCAIUIIATHHE Ha
AKTHBHOCT aHTHOKCHUJIAHTHOT €H3UMa - cynepokcua-mucmyrtase (SOD) y xomoreHary 3apaBor
U TYMOPCKOT TKHBa cy npeacTtaBbeHH Ha ['paduxony 38.

VY cpiy mutieBa koju cy npumanu Ru-2, uamepeHo je 3HauajHo nmoehame aKTHBHOCTH
SOD y oanocy Ha cBe octaine rpymne. AxktuBHoct SOD y TKuBy jeTpe MuIneBa Koju Cy
TPETUPAHU OKCAMIUIATHHOM je Ouiia 3Ha4ajHO CMameHa y nopehermy KOHTPOITHOM IPpyIoM U
ca rpynoM MuIieBa Koju cy mpumaiud Ru-1 kommiekc. AktuBHocT SOD je Omia 3HauajHO
nosehana y muryhuma mumeBa koju ¢y npumaini Ru-1 xommekc y nopehemy ca KOHTPOITHOM
TPYIIOM M TPYINIOM MHUIIIEBA KOJH Cy TPETUPAHU OKCaNHMIUIATHHOM, akTuBHOCT SOD je takohe
6una nosehana u y rpymnu tpetupanoj Ru-2 kommuiekcom y nopehemy ca koHTposioM. J{ok je
y TKUBY OyOpera MuilieBa TPETUPAHUX OKCAJTUIUIATUHOM 3alenekeHa moBehaHa aKTUBHOCT
SOD y oanocy Ha rpyne TperupaHe pyTteHujyMm(ll) TepnupuIMHCKMM KOMIUIEKCHMA. Y
TYMOPCKOM TKHMBY MHILIEBA KOjU Cy TpeTupanu ucnutuBanuMm pyTeHujyM(ll) tepmupuaun
KOMIUIEKCUMAa W OKCAJHMIUIATHHOM j€ 3a0eJe)KEHO CTAaTUCTHYKU 3HAYajHO CMAambeHmhe
aktuBHOCTH SOD y nopehemy ca KOHTPOIHOM TPYIIOM.

80 4 B CT26 + 0,9% NaCl
OCT26 + 5 mg/kg Ru-1
70 1 B CT26 + 5 mg/kg Ru-2
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I'padpuxon 38. AkpuBHoct SOD y XxoMoreHaty 3ApaBoOr M TyMOPCKOT TKHBa HakoH npumeHe pyteHujym(Il)
TEPHUPHIMH KOMIUIEKCA WJIM OKCAHUIUIaTHHE Yy jao3u on 5 mg/kg. Pesynrati cy npukasaHm Kao cpefrba
BPEIHOCT *+ cTaHmapaHa aeBujanuja, (12 mumesa mo rpymm, Student’s t tect, p<0,05, *mumesn Tperupanu
(U3HONOIIKMM PACcTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, Ru-2 umm oxcanunnatusnom, * Ru-1 vs. Ru-2; § Ru-1
vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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4.6.7.4. AktuBHocT katanase (CAT) y xomoreHaTty 31paBor 1 TYMOPCKOT TKHBA
MHILIeBa

Edextu mpumene pyrtenujym(Il) TepnupuauH KOMIUIEKCa W OKCAIMUIUIATHHE Ha
aktuBHOCT Karanaze (CAT) y XoMOreHaTy 3/[paBOr U TYMOPCKOT TKHMBa Cy MPEICTaBJbEHU Ha
I'paduxony 39. AktuBHOCT eH3UMCKOT aHTHOKcHaanca - CAT je 3HauajHo moBehana y cpiy
MUIIIEBA KOJU CYy MPUMAIH OKCAUIUIATHHY Y mopehemy ca CBUM OCTAIMM Tpyrnama U y cpiry
MuIieBa koju cy npuMuin Ru-1 y mopehemy ca koHTponHom rpynom. Takolhe, akTUBHOCT
CAT je 3nauajuo noeehana y mnyhuma y cBe Tpu eKCIiepuMEHTAIIHE Tpyne y nopehemy ca
KOHTPOJIHOM TpYIIOM, M je 3HayajHO CMambeHa y JeTpH MHUIIeBa KOJU CYy MpUMAalH
OKCAJIMIIIATHHY Yy mopehemy ca MuieBuma koju cy npumanu Ru-1. Huje Oumno craructudku
3HaYajHUX pasnuka y aktuBHocTH CAT y TkuBy OyOpera u Tymopa usmely rpyma.

18 - W CT26 + 0,9% NacCl
* D CT26 + 5mg/kg Ru-1
16 - B CT26 + 5mg/kg Ru-2
14 - W CT26 + 5mg/kg OX
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I'paduxon 39. AxruBHocT CAT y XOMOreHaTy 3[QpaBOT M TYMOPCKOT TKHBa HakoH mpuMmene pyteHujym(Il)
TEPIUPUIMH KOMIUIEKCA WM OKCAJHMIUIATHHE y 103u of 5 mg/kg. Pesynratu cy npHkasaHd Kao cpelma
BPEIHOCT *+ CTaHAapAHa aeBwjanuja, (12 mumesa mo rpymm, Student’s t Tect, p<0,05, *Mumesn Tpernpanu
(PM3HOJIOIIKMM PACcTBOPOM VS. MUIIEBH TpeTupanu ca Ru-1, Ru-2 wim okcamumnatuaom, * Ru-1 vs. Ru-2; § Ru-1
vs. OX; TRu-2 vs. OX).
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5. JMCKYCHJA

OcHoBa 3a JM3ajH, CHHTE3yY U UCIHUTHBAamHa KOMIUICKCHUX jeIUbCHha PYTEHUjyMa Y TIOTJICTY
BHUXOBE TIOTEHIIMjalTHE IPUMEHE 3a JIeUueHhe KapIlMHOMa Omiia je motpeda J1a ce u3Bele arcHe
(MeTanodapmaneyTiK) jader W IIUPEr CHEKTpa AaKTHUBHOCTH ca MNpOQHIOM CMameHe
TOKCHYHOCTH Y OJTHOCY Ha IIUCIUIATHHY U beHEe aHanore. BehnHa HCMTHBAaHUX KOMITJICKCHHX
jeImbemha PyTeHHjyMa Cy TIoKa3aia BUCOK aHTHTYMOPCKH MOTEHIIMjall IITO jeé OMO yCIIOB Ja
ce Jajba MCTPaKUBarba CIPOBEAY y Pa3IMUYUTUM (Da3aMa KIMHUYKHX HCIUTHBama [85, 72,
83].

Y 0BOj JOKTOPCKO] IHMCEPTAllMju HCIUTHBAHU CY IOTCHIUjAIHO IUTOTOKCHYHU
pyreanjym(Il) TepnupuauH KOMILIEKCH peMa TyYMOPCKUM henMjcKuM JIMHUjaMa KapImHOMa
kojoHa (mummja - CT26, xymane - SW480 u HCT116) u Me3eHXUMaTHUM MaTHYHUM
hemujama muma (MMSCs). OxppehuBan je Tun henujcke CMPTH KOjy MHAYKY]Y M HbHXOB
yTHIa] HA TUCTpuOyuurjy henujckor nukiyca. Ha CHHreHOM XeTepoTOINCKOM MOJAENY MUIIIjer
KapluuHOMa KoJIoHa IN VIVO, oapehuBaHM Cy aHTHUTYMOPCKH MOTCHIHUjAd W TPOICHE
cucTeMcKe TokcuuHocTH pyTeHujym(1l) Tepnupuany KomIiekca.

5.1. Hurororokcnuno aejcrBo pyrenujym(Il) tepnupuaun komiuiekca Ha heamjcke
JIMHHje KAPIMHOMA KOJIOHA M Me3eHXMMaJIHe MaTH4He heanje muma

VcnutruBamka LMTOTOKCMYHUX MNoTeHiujana pyreHujyM(ll) teprnupuauH Komruiekca
CrpoBejieHa cy iN Vitro Ha Mojeny XyMaHe U Mulifje Tymopcke henujcke nunuje u Ha mMMSCs
(mocenyjy nuporymopcku edekar). ITomohy tymopckux henujckux nuuuja moryhe je
YTBpAUTH henujcKke MeXaHW3Me, MOKpeTame CHUTHAJTHUX IIyTeéBa M OCETJBUBOCT HWIIH
pE3UCTEHIIMjy TMpeMa HCIUTHBaHOM areHcy [169]. 3a ucnuTHBama pasMuUTHX HAYHMHA
aJMUHUCTpAIMje TOTEHIUjaTHOT Jieka U ojapehuBame (HapMaKOKMHETHUYKHX TMapaMmerapa
HEOIXO/IHO je CIPOBECTH JOJATHE SKCIIEPHMEHTE Ha aHUMAIHHM MOJIeliiMa OoiectH in Vivo
[170].

Pesynratu MTT Tecra cy jacHo nmokaszanu na pyreHujym(Il) TepnupuanH KoMIuIeKcH
noceayjy 3HauyajHy JO03HO-3aBHCHY IHUTOTOKCHYHY aKTHBHOCT IpeMma henmjama xapuuHOMa
kosona muma (CT26), kao u xymanum henujama kaprpaoma konona (SW480 u HCT116)
alld U Me3eHXUMaJTHUM MatudHuM henujama muma (MMSCs) (I'padguxonn 1-8). Hakon 24-
4yacoBHOI TpeTMaHa TyMmopckux CT26 henuja, 3alenexeHo je Ja TP BUIIMM
KOHIIeHTpauujama Ru-1 wuma wu3paxeHHju LIUTOTOKCHYHM e(deKaT o]l OKCAJIUIIaTHHE
(pedepentHa cymncraHia), KOju c€ MPOAYX,aBalkbeM BpEMEHAa TpeTMaHa Ha 72 Yacosa,
u3jeqHavyaBa ca okcanuruiatuHoM (I'padpuxonn 1, 2). Lurotokcnunu edpextu pyrerujym(Il)
TEPIUPHUINH KOMIUIEKCa M OKCAIWIUIATUHE HakoH 24-yacoBHe wuHKyOamuje ca HCT116
henujama je cimyan, MehyTum, nMpoykemeM BpeMeHa HHKyOanuje nosehasa ce oceTsbUBOCT
HCT116 henuja Ha mpUMeHy OKCATMILIATHHE y BUIIUM KoHIeHTpanujama (I'padpuxonnu 3, 4).
OcetspuBoct SW480 henmnja Ha mnpumeny pyrtenujym(ll) TtepnupuauH KomIiekca u
OKCAJIMIIJIaTHHE y Tpajaky oA 24 cara je rOTOBO WACHTHYHA NMpU BehMHU KOHIEHTpalyja,
U3y3€B MIPU HAjBUIIIO) IPUMEHEHO] KOHIIEHTpaluju, Ipu kojoj cy SW480 henuje ocetsbuBuje
Ha npuMeHy komiiekca pyteHujyma(ll). Mehytum, kana je Bpeme TpeTmaHa NMpoJy>KEHO Ha
72 cara, noehana je ocetsbuBocT SW480 henuja Ha npumeny okcanuruiatuse (I'padpuxonu
5, 6). Hakon 24-vacoBHe nHKyOamuje MMSCS youaBa ce 1mojjjeJHaKO TUTOTOKCUYIHO JIejCTBO
OKCaJMIIaTUHEe U Komiuviekca Ru-2, mok Ru-1 mma HemTo wu3pakeHHje HUTOTOKCHYHO
nejcrBo. Kama je Bpeme mHkyOaruje npoay»eHo Ha 72 cata, moBehaHa je oceTJbuBoCT henuja
Ha TPUMEHY OKCAJHIUIaTMHE NpU CBUM KOHILIEHTpalujamMa M Ha npumeny pyteHujym(Il)
TEPIUPHUINH KOMIUIEKCA IIPU HajBUIIUM KoHIleHTpanujama (I'padukonu 7, 8). C 063upom Ha
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To na cy MSCs cactaBHM €0 MHUKPOOKPYXEHa TyMOpa U J1a UMajy YJOTrYy y NPOrpecHju
TyMOpa M PE3UCTEHLHUJU Ha JIeKOBE, MOTBP)EHO LUTOTOKCHUYHO JI€JCTBO HCIMTHUBAHUX
KOMIUIEKCa TpeMa HhHMa je O H3y3eTHEe BakHOCTH. Jlo caja je JoKa3aHO Ja TOjeIuHU
OpraHOMETAJIHU KOMITJIEKCH PYTEHH]yMa UCII0JbaBajy LIUTOTOKCUYHO J€]JCTBO NPEMa XyMaHUM
MSCs [171].

ICs0 BpenHOCTH nM0OMjeHE HAKOH M3jarama heinuja HMCIUTHBAHUM KOMIUIEKCHMA Y
Tpajamby oa 24 m 72 cara, yKaszyjy Ha TO Ja je HUTOTOKCHYHHU edekar Ru-1 Ha mumje u
xymaHe henmje KapuuHOMa KOJIOHA NpUOIMKaH e(EeKTy OKCaluIIaTHHE W Ja cy o0a
kommiekca pyrerujyma(ll) 3magano mame muToTokcnmyHa mo MMSCS y oxHocy Ha
okcanmumuiatuHy (Ta6ena 2). Takohe, Ha ocHOBY nobujeHnX ICsg BpeTHOCTH 3a KOMILIEKCE
pyreaujyma(ll) Moxe ce 3aKJby4HTH J1a je HbHXOB MUTOTOKCUYHM MOTEHIIMjall Hajjaun mpemMa
xymaHuM henmrjuma kapuuaHoma kosioHa (HCT116) u mMSCs 3atum HemTo crnabuju npema
xymanuM henujuma kapruaoma koona (SW480) u Hajcmabuju npema henmjuma kapruHOMa
konona muma (CT26). Jlok, okcanumiaTHHa UMa MOJjEeJHAKO H3PaKEeHY HUTOTOKCHYHOCT
npeMa obe xymane henmmjcke nmauje kapunHoma konona (HCT116 u SW480) 1 mMSCs, a
ucto kao u komruiekcu pyrenujyma(ll) najcnabujy mpema henmjuma kapuuHOMa KOJIOHA
muina (CT26) (Tabesa 2).

JlobujeHun pe3ynTaTH cy y CKJIaQy ca pe3ysiTaTUMa CIMYHMX HCTPaKUBamba y KOjUMa
cy oba pyrenujym(Il) repmupuanncka xomruiekca - [Ru(Cl-tpy)(en)CI]CI (Ru-1) u [Ru(Cl-
tpy)(dach)CI]CI (Ru-2) mokasanga ymepeHy 10 BHCOKY iN VitrO IUTOTOKCHYHY aKTHBHOCT
npemMa xymaHoj henujckoj TuHMjU KapuuHoMa rpiuha marepune (Hela) u xymanum henmjama
kapruHoma 1yha (4549) u ymepeHy HMTOTOKCHYHOCT MpeMa 3ApaBUM henrjama, OJJHOCHO,
xymanuM pubportactuma ryha (MRC-5), ca ICsp 3a Ru-1 (32,80 - 66,30 uM) u ICso 3a Ru-
2 (72,80 - 110,80 uM) [146, 147].

Hurorokcnunn noreHuujan pyrenujym(Il) tepnupuauH komiuiekca Ha TyMOpCKe
hemuje (CT26, HCT116, SW480) u mMSCs, nopen MTT tecrom, notephen je u LDH
tectoM. MTT Tect mpaTu akTUBHOCT €H3MMa Y MUTOXOHJApHjaMa BUjaOWIHUX henuja u
ociMKaBa cTame kHuBMX henmuja. 3a pasnmuky onx MTT tecra, LDH Tect ocnukaBa
3aCTYIJbEHOCT HEKPOTUYHMX henuja, jep ce 3aCHWBA Ha Mepermhy aKTUBHOCTH €H3WMa JIaKTaT
JIeXUApOreHase, KOju ce HaKOoH Jie3uHTerpauuje henujcke MmemOpane ocinobaha y Meaujym y
KoMe ce henmuje KyJnTHBHINY M U3 Kora ce u oapehyje [172, 173]. Ananuza pesynrara LDH
TeCTa, HAKOH KyJITUBAlMje y Tpajamwy o4 24 yaca ykasyje Ha To Aa pyreHujym(1l) repnupuaun
KOMILUIEKCH 3a Pa3IMKy O]l OKCAIMIUIATUHE YTUYy Ha HWHTErputer henujcke memOpaHe
UCIMTUBAaHUX helujcKux JMHMja, Kao alTepHATUBHU HAuMH MHAYKIMje henujcke cMpTH, LITO
je y ckmamy ca g0 cama noctojehum pesynratuma [174, 175]. Ilpumena xomruiekca Ru-1
JIOBOJIM JI0 JIO3HO 3aBHICHE TOjaBe HEKpo3e hemnuja, ca HajHUKUM MPOIEHTOM 3abeneKeHUM
kog HCT116 henuja (8,37%), nemro BumuMm kox CT26 hemmja (36,43%) u HajBUIIUM KOJ
MMSCs (60,73%). ITpumena komiuiekca RU-2 je y MambeM CTENeHy WHIyKOBajla HEKPO3y KOJI
cBUX HcnuTHBaHUX henuja ocum kox SW480 henuja (33,07%). OkcanuruiaTuHa HUje A0Bena
no nekpoze CT26, HCT116, SW480 wm mMSCs, HM Tmpu HajBHINO] TPUMEHEHO]
koHueHtpauuju (300 puM). OBu pesyntatu, n00WjeHH Yy HAIIO] CTYAMjU, CY CIUYHU
pe3ynratuma JoOWjeHUM Ha OCHOBY HcluTHBama pyTeHHjyM(Il) monunupuann xomriekca,
KOjH KaJia ce MpUMEHEe y HHXKUM KOHIIeHTpallijama He yTU4y Ha ociobahame enzuma LDH u3
pazmuntux TymMopckux hemmja (HeLa, PC3, LanCap, MCF-7 u MD-MBA 231), mehytum,
KaJa ce MpUMEHe BHIIEe KOHIeHTpauuje, akTuBHocT LDH ce 3nHawajuo mnosehaBa y
KyJITHBaIMOHOM hemnujckom Menujymy [176]. Pesynratu moOujeHM Ha OCHOBY MCIHTHBaMa
yTUIaja KOMIUIEKCHUX jenumbewa pyreHujyma(ll) ca apomarnynnm nuranauma Ha henmjama
KapluHOMa KOJIOHA, Takole, yka3yjy Ha HHM3aK MpPOIEHTAT WHIYKIMje Hekpose henuja [177,
178, 179] (I'padpukonu 9-12).
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5.2. Tun henunjcke cMmpTu nHAYKOBaH pyTeHnjyM(II) Tepnupuaun KoMmiekcuma

Y mwby ucnuTHBama MexaHuzMa kojuM pyTeHujyMm(Il) TepnupuaMH KOMILIEKCH
OCTBapyjy IIMTOTOKCHYHO J€jCTBO, henuje Ccy HaKOH UWHKyOaluje ca WCIUTHBAHUM
KOMIUIEKCUMa OojeHe ojaroBapajyhum ¢GiayopoxpoMuma M aHAIM3MpPaHE HA MPOTOYHOM
HUTOQIIyOPUMETDY.

Komnnexkcu pyrenujyma(ll) MOTYy M3a3BaTH arnonTo3y pa3IAYUTUM
aHTUIIPOIU(EPATUBHUM MEXAHW3MUMA MM MHAYKOBAaHEM 3ayCTaBJbakbha heujcKor LUKIyca
y GO/G1, S wmm G2/M ¢asu [180]. HUcnutuBanu xomriuiekcu pyrtenujyma(ll) mosome 10
noBehama nporienta CT26 henuja y panoj u kacHoj ¢a3u arnonro3e, Majga y HUKEM IPOLCHTY
y onHocy Ha okcanuiuiatuny (Ipadukon 13). Edexar npumene komiiekca Ru-1 ornenao ce
y 6;arom nopacty nporerta HCT116 henuja y kacHoj ¢da3u aronTos3e, HISHTUYHO MPUMEHHU
okcamumiaTiHe. CBH HCHWTHBAHU KOMIUIEKCH HHCY 3HAYajHUje YTHUIANM Ha IpOLEHAT
HCT116 henuja y panoj anonto3u (I'paduxon 14). Hajpehu mpouenar SW480 henuja y
paHoj ¢asm amnonrTo3e aaM W KacHO] amonTo3d, JETCKTOBAaH j€ HAKOH TpPETUpPama
OKCaJMIUIaTUHOM. TpeTrmaH kKomiuiekcoM Ru-2 je noBeo no moBehama mpoueHrta henuja y
paHoj amomnTo3u, NMOK Komiuiekec Ru-1 HHje noBeo mo 3HauyajHujer mosehama mporeHTa
anonrorckux SW480 henuja y ognocy Ha Hetpetupane henuje (I'papuxon 15).

Jlocanamma UCTpakuBama Koja Cy ce 0aBHIia HCIIUTHBAKBEM PA3IUUUTHX MPOTOKOIIA
npumene pytenujym(Il) kommnekca u okcanuIIaTHHE U BUXOBOT yTUIdja Ha anonto3y CT26
u HCT116 hemmja, nmokazama cy na xomruiekcu pyrenujyma(ll) muaykyjy pany u KacHy
aronTo3y Ha JI03HO- W BPEMEHCKM 3aBHCaH HAuyMH, ajd y MambeM oOuMmy y mnopehemy ca
OKCAJIMIUIATHHOM, IITO KOPEJIHpa ca HalluM pe3ynraTuMa. Mako okcanumiatnHa epuKacHHje
uaykyje amontody kox CT26 u HCTI116 henuja y mnopehemy ca KoMIiekcuma
pyrenujyma(ll), Tu edpextu ce cMmarpajy yMEepeHUM, IITO j€ JOKA3aHO U Y UCTpaKWBambUMa
cmuuHor mu3ajua [177, 181, 182]. Kowmmuekcu pyrenujyma(ll) y 3aBucHOCTH 0Of
KOOPJMHOBAHOT JIMTaHIA MOTY Jia WCIIOJbE PAa3IMYUT YTHIQ] HA WHAYKIHU]Y amroITo3e y
SW480 henujama, ox Bpiio jakor, ca yak 72% henuja y anonTosu, 10 yMEpeHOr yTullaja, ca
31% anontotckux henuja [178]. V Hamem ucTpakuBamy TOULUTH CMO JI0 CIIMYHUX 3alaxama,
¢ 003upom na je xomrieke pyreHujyma(ll) xoju y cBojoj crpykrypu caapxu dach murann
(Ru-2 xomrutekc) yBeo y amonto3y 6,14% SW480 hemuja, mrto je CKOpO AYIIO BHIIE Y
nopehiemy ca pyrenujym(I) kommiekcom koju caapxu en murana (Ru-1 xomrmiekc) 3,24%
SW480 henuja. IToznato je na knmuanyky ucnutuBanu pyteHujyMm(I1l) kommexc - KP1339,
KpO3 MHAYKLH]Y OKCHJIAIIMOHOI CTpeca M CTpeca €HAOIUIa3MaTCKOI PETUKYJIyMa H3a3HBajy
anonto3y SW480 u HCT116 henujckux IuHHMja XyMaHOT KapuuHOMa KojioHa. Komruiekcu
pyTeHujyma uHreparyjy ca monekynoMm JJHK u unnykyjy okcunanumonu crtpec y henmjama,
CBOj IIMTOTOKCMYHM edekar Ha henuje NOMHHAHTHO OCTBapyjy Yyciel akymyJjauuje y
MUTOXOHJIpHjaMa, y KOJUMa H3a3uBajy AUCHYHKIH]Y, KOja 3a IMOCJIECAMIly UMa aKTHUBAIH]y
MUTOXOH IpHjaiTHOT ImyTa anonTo3e [107, 183, 184, 185, 186].

XeMHOTepaneyTcKi areHcu, mnopex aHtunponudeparnBHor edekra Ha henmje
KapIIMHOMa, YTHUY M Ha 3/]paBa MpojiudepaTvBHa TKHBA, CTOra TOKCUYHU €(PEKTHU HCIIOJbEHU
Ha OBMM TKHMBUMa Jae(UHHUIIY orpaHHuema muxoBe ynorpede. C o03upom Ha TO na ce
pereHepalyja TKMBa HAKOH Teparuje KapliHOMa OCJiarba Ha ONCTaHaK M (PyHKIU]y MaTHUHUX
henuja cnenupuYHUX 3a OpraH, HEONXOAHO je 00Jbe pazyMeBame YTUIAja XEMOTEPAIHjCKUX
arenaca Ha oBe hemmje [187]. Ynora MSCs y pa3Bojy Tymopa joII yBeK HUje CACBUM jacHa U
MOJK€ MoIpa3yMeBaTH YaK M cacBUM cynpoTtHe edekre [17, 188, 189].

Haxo nocroje ucrpaxuBama Koja ropope o Tome 1a MSCs cynpuMupajy pact Tymopa,
MHOTO j€ BHUIIIE OHHMX KoOja TmojpkaBajy Teopujy na MSCs aenyjy mpo-TyMOPCKH, OJHOCHO
MOTIIOMAXXy MPOTPEcHjy Tymopa M pa3Boj Meractaza. MSCs mcrospaBajy Tpomm3aMm mpema
CKOpPO CBUM THIIOBUMa TyMOpa, jep TyYMOPH Jy4e LUTOKHHE KOju uX npusiaue. [Iporymopcke
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kapakrepuctuke MSCS cy noka3zaHe Ha BUIlIe aHUMAJIHUX MoJella TyMopa, u3mel)y octaiux u
Ha aHUMaJHOM Mojedy KapiumHoMa kojoHa [11, 190]. OBakBH KOHTPaJAUKTOPHHU IOJAIH O
yrunajy MSCs Ha pa3Boj Tymopa MOTy OWTH MOCHEIUIa Pa3IHUUTHX EKCHEPUMEHTATHUX
yCJIOBa, Kao INTO Cy pa3iuKe Yy EKIEepPUMEHTAIHHUM HPOTOKOIMMa, HMopekiay hemuja (MacHO
TKHBO, KOCTHA CPK WJIU TepudepHa KpB) U IMyTy aAMUHHUCTpanuje henuja (MHTpaMycKyJIapHoO,
WHTPABEHCKO WM CyOKyTaHO). Jep, JOK IojenHa UCTpakuBama ykaszyjy Ha To MSCs koje
MOTHYY U3 Pa3IUYUTUX TKMBA UMa]y CIUYHE KapaKTEPUCTHKE, KOje C€ OJJHOCE Ha EKCIPECH]y
NOBPIIMHCKUX heNnjCKUX aHTHIeHa, UMyHOMOMYJIATOPHY CIIOCOOHOCT W TPONH3aM IpeMa
tymopy [191, 192], npyra ucrpaxkuBama yka3yjy Ha To aa MSCs wu3onoBaHe U3 JBa
pa3IMYUTa TKHBA EKCIPUMHPA]y Pa3IMuuT CEeT IeHa, KOjU peIeKkTyje pa3InanuToO IMOPEKIo U
NOTEHIMjal 3a qudepenimjanujy y oapehene henujcke tunose [193, 194, 195].

300r cBera HaBEACHOT, BEOMA j€ BAKHO MPOLIEHUTH e(hekaT aHTUTyMOPCKHX JICKOBA Ha
MSCs. Hamm pe3ynratu nokasyjy Aa cy ucnutuBanu pyreHHjyM(1l) Teprupunns KoMIiekcu
IIUTOTOKCHUYHM 3a henmjcke nHMHUje KapuMHOMa KOJOHA W TIO/jEAHAKO IUTOTOKCHYHM 3a
MMSCs. OBakaB pe3ynrar mpencTaBjba JONPUHOC BHUXOBO] YKYIHO] e(hUKACHOCTH y OopOm
NPOTUB KapuuHOMaA. Y CIPOBEICHOM HCTPaXKHMBamby, OKCAIMIUIATHHA j€ MOKa3aja M3pasuTy
muToTokcnyHocT mpeMa MMSCs mepeno MTT tectom, mok mepeno LDH Tectowm,
OKCaJIMIJIATMHA FOTOBO Ja He MHIyKyje Hekpo3sy MMSCs. OxpehuBamem THna cMpTu KOjy
n3a3uBajy, yTBpheHo je ma umcnuTHBaHM Komiuiekcu pyrteHujyma(ll) moBome mo 3HaTHOT
nosehama npouneHra mMSCs y kacHoj ¢asu amonrtoze (I'paduxon 16). 3a pasnuky on
OKCaNMIUIaTHHE W HCIUTHBAHUX Komiuiekca pyrtenujyma(ll), mucriatnHa HE AOBOIM 0
armoritoze MSCs in vitro u in vivo, Hutu ytuue Ha hemujcky mopdornorujy, anxesujy u
noreHiujan 3a audepennujanujy MSCs [196, 197]. C 003upomM Ha 1ojaBy OpOjHHX J0Ka3a
Koju yka3zyjy Ha ynory MSCs y pa3Bojy Tymopa, cBe ce BHUIIE CIIPOBOJE HCTPaXUBamba y
KOjuMa cy yrpaBo oBe henuje 1ibHa MeTa aHTUTYMOPCKHX JiekoBa [18, 198, 199].

5.3. Yruuaj pyrenujym(Il) TepnmupuauH koMmmiekca Ha AucTpuOyumjy henumjckor
HHUKJIyca

[TponienTyanua 3actyrbeHocT henuja y oapehenum dazama henujckor nuKiIyca HaKOH
BUXOBOT 24-4acoBHOT n3narama pyreHujyM(1l) repnupuaun koMiuiekcuma 1 OKCaauIIaTHHA
y oxaroBapajyhum ICsp KOHIIEHTpalMjamMa 3a CBaKy NeNHjCKy JMHU]Y AETEPMUHHCAHA |€
IPOTOYHOM LIUTOMETPU]OM.

ArnornTo3a M 3aycTaBibame heiamjckor HMKIIyca Cy JiBa Impolieca Koja cy MoBe3aHa Ha
paznuuuTe HayuHe. JeAHa O] HajBAKHUJUX METa AaHTUTYMOPCKUX JIEKOBa j€ YIpaBo
perynanuja henujckor mukiryca, nocedHo 3aycraBibame henujckor nukiyca y Gl u G2 dasu
uMa TpecyIHy yJory y pa3Bojy henmjckor mukiyca. [1o3Hato je na je 3aycraBbame y G2/M
¢da3u henmujckor nukiayca jenan on Moryhux mexanuszama MHIykiuje amontosze. C apyre
cTpane, 3aycraBibambe y GO/G1 ¢a3u obuuHo crpevaBa nponudeparujy henuja, anu Hyau
henmjama moryhHocT nonpasspama omrehema H3a3BaHUX aHTHTYMOPCKHM cpeacTBuma [174,
200, 201]. Renujcku MUKIyC XyMaHUX COMATCKUX hemuja Tpaje oko 16—24 cara, o1 Tora 6-12
caru hemuja nposene y Gl ¢asza, 6-8 catm y S daza u 3—4 cara y G2/M da3u, nox je
IUTYpUINIOTEHTHUM MaTH4HUM henujama motpeOHO oko 32-38 catu ga 3aBpiie henujcku
mukotyc [202, 203].

Cau4HO  OKCalUIUIATWHHU, TpeTMaH KomruiekcoM Ru-1  uHAykyje 3HaudajHy
akymynauujy CT26 hemuja y G2/M ¢a3u, 1ok TpermaH KomiiekcomM RU-2 mgoBoau 10
3aycraBJbamba hemujckor mukinyca y GO/G1 ¢asu y nmopehemy ca koutponaum CT26 henujama
(F'paduxon 18). Hakympame hemmja y GO/G1 ¢a3u dvecto je pe3yarar akTHBHpama
KOHTpPOJIHE Tadyke henmujckor mukiyca kao nocienumna omrehewma JIHK. locamamme cryauje
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Cy TIOKa3aJie Jla HeKa KOMILICKCHA jeaumbera pyreHujyma(ll) unnykyjy 3aycraBbame henmja
y GO/G1 ¢as3u nyrem aktuBanuje P53 u nmoBehameM HHBOA mporenHa P21, Koju Oa0KHpa
aktuBHOCT CDK u mHXMOMpa henujcku MUKITyC, MTO Pe3yliTyje 3ayCTaB/balkbeM HHIYKIIN]OM
anontose [180, 204] [205].

Tperman HCT116 hemmja ca Ru-1 kxomrmuiekcoM je J0BeO je 10 3aycCTaBibamba
hemujckor mukinyca y G2/M daswu, 10k je 3HauajHo mosehame mporerTa ko SW480 henuja y
Suy G2/M ¢asu 3abenexeHo HaKoH TpeTMaHa ca Ru-2 komruiekcom (I'padukonu 19, 20).
Pesynratu uctpaxuBama y KoMe je S-hiayopoypanui IpUMEHheH y BUITUM KOHIIEHTpAIlHjaMa
JIOBEO 10 3aycTaBibama henujckor mukiayca y G1/S dasu u anonrose henuja, 10K y HIKHUM
KOHIIEHTpalldjaMa IOBEO 10 3aycTaBbama hemujckor mukinyca y G2/M ¢asu kox SW480 u
HCT116 henuja, MOry mOCITY>XHTH 3a OTKpHBame MexaHu3ma naejctBa pyteHujym(Il)
komruiekca [206]. Amanusa hemmjckor mukimyca MMSCS, HakoH IITO Cy OWie H3JI0XKEHE
nejcTBy ucnutuBaHux komruiekca pyreHujym(Il), je mokazana na ce 86,93% HeTperupaHux
MMSCs nanasu y GO/Gl ¢asu, mro je y ckiagy ca momamuma u3 guteparype [207].
[lpumena o6a xommiekca pyreHujyma(ll) m okcamuruiatuHe je moBena a0 moBehama
nporeatra MMSCs y S u y G2/M ¢dasu henujckor nukiyca, Mpyu 4eMy je 3acToj Y HaBEICHUM
dazama HajuzpakeHHju OMO HakoH npuMmeHe okcanuiuiatuHe (Ipaduxon 21), mro je y
CKJaoy ca pe3ylTaTuMa CIMYHUX HCPaXHBakba y KOjUMa IMCIUIATHHA JOBOJIU JIO
3aycraBJbama henujckor mukinyca y G2 u S pasu mMSCs [196, 197].

5.4. Yrunaj pyrennjym(ll) Tepnupuaun KoMIIeKca Ha HHXHOMUMjY pacTa KapuuHoMa
KOJIOHA MHIIIa iN VIVO

Pagn yrtBphuBama (Qapmakosomke akTHBHOCTH HEKOT WCIIMTUBAHOI areHca
(MOTEeHILMjaJIHOT JIeKa), KOjU ce He AUCTpuOyupa crneuuduyHo camo y IuibaHa TKUBa, Beh u
Hecenn(UIHO y OocTalia 3/jpaBa TKUBA, METAOOIIUIIIE U STMMIHHIIE U3 OPTaHU3Ma, HEOITXOIHH
cy in vivo moaenu [208, 209].

AHUMaTHH MOJENM XyMaHHX KapIMHOMa MOTY Jla TOCIyXe 3a H3BOheme
dapMakonomKuX, (papMaKOJUHAMUYKUX U (HapMAKOKMHETHMYKUX OCOOMHA HCHUTHBAHOT
areHca, 3a pa3yMeBambe U pacBeT/baBambe MaTOPU3NO0JIOTH]E€ KapIlIMHOMA, 3a UJIEHTU(PHUKALU]Y
HOBMX, IOTEHILMjAIHUX, TEPaleyTCKUX areHaca M HCTPaXMBaWkE HUXOBUX MEXaHH3aMma
nejcria [210].

Y  cHpoBeIeHOM HCTpaKUBawmy j€ JETePMUHUCAH TYMOPHUIMIHU IOTEHLHUjal,
ucnutuBaHuX pyteHujyMm(ll) TeprnupuauH KoMIulekca Ha aHMMAJIHOM MOJAETY KapLHUHOMa
KoJIoHa 1IN Vivo. KopucTmim cMO XeTepoTONCKH MOJEeNl MHUILjer KapIlMHOMa KOJIOHA
MH/IyKOBaH CyOKyTaHOM uHjeKijoM cuareHux CT26 tymopckux henuja.

Ananusza pesynrara MophOMETPHjCKUX IapameTapa TymMopa (BOJIYMEH U TEXKHHA
TyMopa) ykazyje Ha To na pyreHujyM(ll) TepnupuanH KOMIUIEKCM HMHXHOUpajy pact
KapluMHOMa KoJIoHa, mipu yemy je Ru-1 edukacHmju ox Ru-2. Ceera Tpu naHa HaKOH TPBE
noze 5 mg/kg Ru-1 kommiekca MpUIMKOM Mepema MpeyHHKa Tymopa paad ojpehuBama
BOJIyMEHA TyMOpa YOUMJIM CMO Jia Cy TYMOPH M3 OBE TpyIie MamkH y OJHOCY Ha TyMOpe W3
JPYyTUX eKCIePUMEHTAIHUX M KOHTponHe rpyme. OBaj TpeHI je 3aJapkaH A0 Kpaja
eKIepUMEHTa, TAaKO JIa je Y CBUM JJaHMMa TIpeceka, Tj. oapehuBama BoJIyMeHa TyMopa, Tpymna
Koja je TpeTtupaHa ca RU-1 koMIUIeKCOM MMaja 3HayajHO MambU BOJIYMEH TyMOpa, Y OJHOCY
Ha KOHTpPOJly 4YaK IIeCT MyTa Mamd BOIYMEH, a y OJIHOCYy Ha TpyIy TpEeTUpaHy
OKCAJIMIUITUHOM, TPH IyTa Mamu BOJIyMeH Tymopa. Jlok je Ru-2 kommekc y 1034 o 5
mg/Kg naxuOupao pact Tymopa in Vivo mojjerHakao 100po Kao U OKCATHUIIATHHA.

[Iponienar uHxMOUIMje pacTa TymMopa, U3padyyHaT npema oarosapajyhoj dopmynu,
HakoH mpuMeHe Ru-1 xomrutekca y no3u ox 5 mg/kg je usHocmo yak 92,72%, nok je Taj

106



Juckycuja Maja Casuh

nporeHaT 3a Ru-2 xomrieke u OKcaauIuiaTuHy y uctoj go3u 6uo 57,81% u 55,69% (Tabena
3). Ilpema wcToM MPOTOKOIY CHPOBEAEH je joml jemaH IN VIVO eKIEpUMEHT y KOME CY
KopuiitheHe HIKe 03¢ UCTIUTUBAHKX jeHiberba, Tadnuje 2 Mg/Kg. 3anaxeHo je na cy mo 15.
JlaHa eKmepuMeHTa, oba pyreHujym(ll) TepnupuanH KOMIUIEKca MpPHUMEHEHA Y 03U oJ 2
mg/kg mocruria nojajeqHak e)ekatT Ha MHXUOMIIN]Y pacTa XETePOTOICKOT TyMOpa KOJIOHA Kao
u pedepeHTo jenumerme, okcanumuiatuaa (I'papukon 22). [locneamer n1aHa eKCriepUMEHTa,
okcanumiaTiHa 1 Ru-1 ¢y ocTBapuim roToBO UCTH edekar y cy30Hujamy pacta Tymopa, Koju
je m3nocuo 51,39% u 53,41%, nok je Ru-2 npumemen y no3u on 2 mg/Kg uHxuOupao pacrt
Tymopa 3a cBera 17,56% (Tabema 3). Ha ocHOBYy mnpeTxoJHO HaBEIEHUX pe3yJiTara
UCTpaXKMBaba MOXE Ce 3aKbyunuTH jJa Ru-1 mocemyje mobap TyMOPHIMIAHM MOTEHIHMja iN
Vivo.

JIoK je OKcalMIUIaTHHA OCTBapuja TYMOPHUIMIHU edekar in vivo HE3aBHCHO O]l
NPUMEHBEHE J103€, TO HHje OO cirydaj ca komruiekcuma pyrenujyma(ll), xoju cy mokaszamm
JI03HO-3aBUCHU TyMOpHIIMAHU eekar. OKkcaluIuiaTuHa je y 00e MpUMEHhEeHE 103¢€ JI0Bela J10
WHXHOUIM]je pacTta Tymopa 3a oko 53+2,5% y omHOCY Ha KOHTPOIy, IITO je y CKJIaay ca
JOCAIalllbUM PE3yJITaTUMa y KOjUMa OKCAIMILIATHHA YaK U Y BUIIUM IMPUMECHCHUM Jl03amMa
ocTBapuiia NpUOIKaH edekar y morjeny naxuouimje pacrta tymopa [211]. Maxuburopan
edekat pyrenujym(ll) TepnupuarH KOMIUIEKCa Ha pacT TyMopa ciadu Kajaa Cy MPUMCHCHH Y
HIOKO] 703W, Maaa je Taj edekar W gajbe KomrapabuiaH ca edeKTOM KOjHu OCTBapyje
OKCAJIMIUIATHHA Y UCTOj J03U. Y UCTPaXHUBAKY CIUYHOT JIM3ajHA CIIPOBEICHOM Ha MHIICBUMA
ca TEHIKOM KOMOMHOBaHOM HMMYHOJC(HIMjEHINjOM, KOjUMa Cy CyOKyTaHO MMIUIAHTHpaHE
xymane henuje kapumHoma kosioHa - HCT116 u xoju cy MHTpanepuTOHEATHO TPETHUpPaHU
KOMILUIEKCUMAa PyTeHHjyMa ca MUIUIAPUHOM, 15 1aHa y KOHTHHYUTETY y 1034 ox 15 umol/kg,
MOYEBIIN jeiaH AaH HakoH uHokynanuje HCT116 henuja, ctona naxuduiyje pacta Tymopa je
ouna oxo 30% [212]. ¥V uctpaxkuBamy cripoBeneHoM Ha muiieBuma BALB/C sxeHckor mona,
KOjUMa j€ MHAYKOBaH XETEepPOTONCKM KapuuHoM KomoHa - CT26 u xoju cy
MHTpanepuToHeanHo Tperupanu pyTteHujyM(Il) kommuiekcuma ca OeH3MMHIA30JI0M Kao
aurasauMa y ao3u ox 2,5 mg/kg, mocturHyTH cy eeKTH HHXHOMIHje pacTa Tymopa in Vivo,
KOjH Cy Yy CKJIaJly ca HaIllUM HCTpakuBameM [213].

5.5. ¥Yruuaj pyrenunjym(Il) repnupuann koMiuiekca Ha cucteMcka omrehema

HcnutruBameM MNOTEHLMjaTHE CUCTeMCKe TOoKcHyHocTH pyTeHujym(ll) Tepnupuaux
KoMIuieKca in Vivo [214], youeHo je 1a oBH KOMIUIEKCH KaJa ce mpuMeHe y a03u oa 5 mg/kg
CMamyjy TpOIeHAT NPEeKHBIbaBama, 300r Yera Cy OKapaKTEepHCaHH Kao BPJIO TOKCHYHH.
Komruteke Ru-1 mpumemen y mo3u on 5 mg/kg jecre moka3zao HW3y3eTaH aHTHUTYMOPCKH
edekar in Vivo, anu je mpolleHaT MpekuBibaBama YjeIHO y TOj Ipynu 010 HajHKH (66,67 %),
HEIITO BHIIM MPOIIEHAT NMPEKUBEINX MUILIEBA je Ouo y rpymy Tperupanoj ca 5 mg/kg Ru-2
(83,33%), mok je y Tpymd MuIleBa Koju cy mpumand 5 mg/Kg okcanumiaThHe cTOIa
npexuBibaBama 6una 100% (I'padgukon 23). Hu y jeaHoj o eKCepUMEHTAIHUX TpyIia HUje
yOu€H 3Ha4yajHUjH 11aJl Mace, HUTU 3HayajHUje IpoMeHe y MacHu oprana muniena (I'paduxonn
24-26), mro je y ckiajay ca JocalallbuM HeTpakuBamima [212, 215].

Kana cy pyrenujym(Il) Tepnupuausa KOMIUIEKCH IPUMEHCHU Y HIDKO]j 103U (2 mg/Kg),
3arMa)keéHa je CMameHa CUCTEMCKAa TOKCHYHOCT Y3 3ajpKaH aHTUTYMOPCKHM MOTEHIIMjall.
CMameHa TOKCHYHOCT Ce OrJiefjajla y TOME IITO CYy CBH MHIIEBHU MPEKUBEIN SKCIIEPUMEHT U
npyu TOM HHje 3a0esie)keH T'yOMTak Ha Macu, a HU pelaTMBHA Maca OpraHa MHUIIEBAa HHUje
yKa3uBaja Ha CHCTEMCKY TOKCHYHOCT pyTeHHjyMckux komiuiekca (I'papuxonu 23-26).

107



Juckycuja Maja Casuh

OxcanuruiaTiHa, Ka0 U HEKM KOMIUIEKCH PYTEHHjyMa MOTY Ja y3poKyjy omrehema
jerpe u OyOpera. IIponieHa cucreMcke TOKCUYHOCTH yCJiel IPUMEHE MMOMEHYTHX KOMIUIEKCa
onpehrBaHa je OMOXEMHUjCKUM M XUCTOMATOJIOMIKAM aHanu3ama [216, 217, 218].

VY Hamem HcTpakuBawby, HEPPOTOKCUYHOCT MCIMTHBAHUX KOMIUIEKCA PyTEHHjyMa U
OKCaJIMIIaTHHE j€ MpolekheHa oapehuBameM KOHIICHTPALMje ypee U KpeaTMHUHA Y CepyMy
MHUILEBA, YHj€ C€ BPEAHOCTH KOpHCTE 3a HpOILEHY TIJoMepylapHe ¢(uirpauuje u 3a
onpehuBame omrehema OyOpexxne ¢ynkuuje [219]. 3a pasnuky ox okcamuiuiatude u Ru-1
KOMILJIEKCa KOJU HUCY JIOBEJIH J10 MIOpacTa KOHLEHTpalija KpeaTUHUHA U YPee HU Y JeTHO] O
NPUMEHEHHX J103a, npuMeHa Ru-2 y no3um ox 5 mg/kg je xox mumeBa ca CT26 tymopom
WHIyKOBaja mopact noMeHytux napamerapa (I'paduxon 28). Uak u HaKOH cMamema 103€
Ha 2 mg/kg (I'paduxon 29), npumena Ru-2 xomrmiekca noBoau a0 mnoBehama BpeaHOCTH
ypee y 0OIHOCY Ha KOHTpPOJIHY I'pyIly, Kao U OcTaje JBe eKIepUMEHTaJIHe rpyIe, mro ynyhyje
Ha To 7a Ru-2 kommuiekc m3asuBa omreheme OyOpera. Pesynrar Hedporoxkcmunoctu Ru-2
KOMIUIEKCa je y ckiany ca Beh mo3Harom ynmeHuiioM aa pyrenujym(Ill) kommiexe (NAMI-A)
MO>K€ J1a OLITETUTH OyOpere, OJHOCHO Jla U3a3uBa MPOIIUPEHE TyOysa U MOBpeIe rioMepyna
Kao W IMOBHIICHE HUBOA KPEATHHHHA Yy CEPyMy, MCIHMTHUBAHUX XHUBOTHEba [216, 102], mok
pyreanjym(Ill) komminekc (KP1019) mopen He(ppOTOKCHMYHOCTH HCIO/baBa M TOKCHUYHE
edekre Ha KocTHY cpx [220].

[IporieHa XeMaTOTOKCMYHOCTH HCIUTHBAHMX KOMILJIEKCA BpPIICHA je aHaJIN30M
nobujenux cepymckux BpenHoctu ensuma jetpe, ACT u AJIT, ynje noBehame akTHUBHOCTH
ykasyje Ha nopemeheny ¢yukuujy jerpe [221]. Kommiekcu pyrenujyma(ll) cy ce mokasanu
Ka0 M3y3eTHO XEMAaTOTOKCHYHU Kaja ce MmpuMeHe y no3u ox 5 mg/Kg, 1ok ce Ta u3pasura
TOKCHYHOCT IpeMa jeTpu I'yOu Kaja je m03a cmameHa Ha 2 mg/kg. OBakaB Hanas je y CKIaan
ca JocajallkbuM HCTPaKUBamuMa, ¢ 003upoM na komiwieke pyrerujyma(lll) (NAMI-A)
Takohe nenmyje XemaTOTOKCHYHO, IITO ce€ oriena Kpo3 omreheme apXuTeKType Jio0yra,
oTHLIake CUHycouJa M (pokanHor 3amyhema emnuTena KOJA KHBOTHHA Kaga c€ MPUMEHH Y
no3u oz 35 mg/kg [98].

[IpuMeHa oKcaJMIUIATUHE HU Y jelHO] OJ NPUMEHECHUX [J03a HHUje yTHlajda Ha
BpenHoctd ACT u AJIT (I'paduxonu 30-32), mrto je ¥ 04eKHBaHO ¢ 0O3MPOM Ha TO Ja je
Tepanyja OKCAIMIUIATUHOM IIOBE3aHA Ca HHUCKOM CTONOM IMPOJIA3HOT MOBHIICHA
amMuHOTpaHcdepasa y cepymy [222]. V cIu4HOM UCTpakWBarby, MHIICBH Ca WHAYKOBAaHHM
CT26 TymMmOpOM Cy TpEeTHpaHU OKCAIUIUIATHHOM KOja j€ alUIMKOBaHa JUPEKTHO Y TYMOPCKY
macy y ao3u ox 10 mg/kg, takohe HUCY MMaJTi TIOBUIIIEHE OMOXEMH|CKE ITapaMeTpe y CepyMmy,
IITO je Y CKIIaay ca MmoJanuma Koje cMo JTOOHIH y Haoj cryauju [223].

XUCTONATOJIONIKA aHajJIM3a Ce cMarpa MPUMapHUM TECTOM 3a MPOLEHY TOKCHYHOT
MOTEHIIMjajia CYTICTAHIM TPUME-EHIX IN VIVO. XUCTOMaToIoIKa aHaln3a cpiia, jeTpe, miyha,
OyOpera u mpHUMapHOT TyMopa, yKa3yje Ha NpPHUCYTHE peBep3UOMIIHE U HpeBep3uOMIHe
XHCTOIIATOJIONIKE TPOMEHE WM ToBpeAe TkuBa. OBakaB Hama3 ykasyje Ha TO Ja
pyreaujym(Il) TeprnupuIuH KOMIUIEKCH TOAjETHAKO Kao M OKCAIMIUIATUHA WIM YaK |
U3pakeHM]je y3pOKy]y TOKCHUYHA olTehema Ha TOMEHYTHUM OpraHuMa M HEKpo3y y MPUMapHO]
TyMopckoj macu (Canke 6-14).

XUCTOMATONIONIKE MPOMEHE Yy TKUBY OyOpera Hactane ycien npumene pyterujym(Il)
TEPIUPUINH KOMILIEKCa Kao IITO Cy JereHepaiyja enutena TyOyjna U HEKpo3a riiomepysa
(Cauxe 8, 9), xoje cy 3a0eexeHe y aKTyeIHOM UCTPaKUBay Cy y CKJIaay ca pe3yJratuma
paHHjer UCTpaXHBama y KoMe je nmokaszano jna pyreHujym(Il) kommiekcu nosone 1o arpoduje
rimomepyia OyOpera wu jereHepaidje hemuja mnpokcumanHux TtyoOyma [215]. Jerpa je
HajBaXHUJU OpraH 3a MeTaboiM3aM U JIETOKCUKAIU]y, aji je YjeIHO U MeTa TOKCHYHOCTHU
MHOTUX XEMH]CKUX CYIICTaHIM, YKJbYuyjyhu JiekoBe. 3a pa3iuKy O]l UCTPaKMBamba y KOME je
noka3aHo na komriuiekcu pyrenujyma(ll) He noBoge 0 MpeBep3UOMIHUX NMPOMEHa y jeTpu
[215], y akTyenHOM HCTpaKuBamby Cy OTKPHUBEHE MPOMEHE THIAa KOHIECTH]je, JeTeHEpallu]je
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XernaTouuTa M HEKpo3e NOpPTHE 30HE JoOymyca ycnex mnpumeHe oba pyrerujym(Il)
TePIUPHUANH KOMIUIeKca Kao u okcanumuiatuae (Camnke 10, 11), mro je y ckiaay ca Ipyrum
UCTpaXHBambUMa CIIMYHOT Au3ajHa [98, 212]. McnosbeHa XemaTOTOKCHYHOCT OKCAIUTUIATHHE
je y ckiagy ca mocrojehuM nojanuMa Ja XeMUuOTepanuja OKCAJIMILUIATMHOM H3a3HBa
XHCTOJIOIIKE MTPOMEHE jeTpe Y BHUy AWJIaTallije CHHYCOUAa, KOHTEeCTH]e U IIEHTPOIOOyIapHe
HeKpo3se, Mel)yTuM oBe mpoMeHe Hajuenthe HUCY KIMHWYKHM 3HauajHe TOKOM aKyTHe ¢a3ze, aau
MOTY TPOTPEIUpPaTH Yy CHUHYCOMJAIHHU OICTPYKIHMOHU CHUHAPOM. Y3pPOK CHHYCOUJATHE
JuIlaTalyje M HEeHTpaJHe KOHI'eCTHje HAaKOH Tepaluje OKCAIUIUIATUHOM HUje MO3HAT, ajld ce
cMatrpa Jia je u3a3BaH MOBPEIOM CHHYCOMIAIHUX eHAoTeqHuXx henmuja [222]. 3a pasiuky on
HUCTpaXkHBama y KoMme komiuiekcu pyTteHujyma(ll) me moBoae mo umHamanuje U HEKpo3e
iyha [215], y HammMm uctpakuBambuma npumena pyrenujyma(ll) repnupuans komiiekca u
OKCAJMIUIaTMHE Je JoBesla J0 npoMeHa Yy miuyhuma, y BHJIY HHTEPCTULHMjaIHE U
nepuOpoHxujamHe JTUMAONHMTHE WHQOWITpaLUje, KOHTECTHjeé M PYNTYype ajBeoJapHUX
centyma (Cimke 6, 7), mWTO je y CKIaay Cca HCTPAXKHBAKBEM y KOME Cy HCIHTHBAHU
KOMIUIEKCH PyTeHHjyMa ca numiapuaom [212]. Mehytum, macuBHa xumnepeMuja U MoKHIaHEe
anBeosie cy Ouje MPUCYTHE WM Yy KOHTPOJHO] TPYNH, YHje MPHCYCTBO MOXKE Jla ce 00jacHU
€TapcKoOM HapKo3oM [224].

XUCTOJIOIIKA aHalM3a TKMBHUX Y30paKa cplia yKaszyje Ha KapAHOTOKCHYHE edeKkTe
ucnutuBanux pyteHujyMm(Il) xommiekca, xoju cy 1mo3HO 3aBUCHH. OJHOCHO, TPUMEHA
pyreaujym(II) kommiekca y go3um ox 5 mg/Kg moBema je [0 macHBHE XHIIEPEMHU]E,
xuneprpoduje, IEreHepaTUBHUX NPOMEHA KapauoMuouuTa M (OKaHE KOaryJalnuoHe
HEKpo3e MHOKapjaa. Jlok je mpoumpeme HHTePCTHLHjyMa 3a0elie)KeHO y CBHM Ipylama,
ykbydyjuhu 1 kouTpoiny rpyny (Camka 12). braxe npoMeHe y CpYaHOM TKHUBY
(xumepTpoduja MUIMhHUX BJIaKaHA ca XOMOTCHHU3AIMjOM CapKoOIUIa3Me M IPOIIHPEHEM
WHTEPCTUIM]yMa Y3 JTUMGOIMTHHU 3aMaJbeHCKH MHPUIATPAT EPUBACKYIAPHO) 3a0€NIeKEeHe Cy
HaKOH TpeTMaHa MHIleBa UCIUTHBAaHUM pyTeHUjyM(Il) koMIulekcuMa U OKCATUIUIATHHOM Y
no3u o 2 mg/kg (Cimka 13).

[TaToxucTomnomka aHaiu3a TyMOpa M3 CBHUX TPETHUPAHUX IpyHa, ajld U KOHTPOJIHE
rpyre, ykasyje Ha HarjaiieHa 1MoJba HeKpo3e reorpad)CKor THIMa, IITO je Y Kopenamluju ca
pe3yJaTaTuMa UCTpaXHBamba Koja cy MoKasaja Ja KOMIUIEKCH PyTeHHjyMa ca MUIIapUHOM Kao
JIMTaHJIoM, Takohe JI0BOJIe 10 eKCTeH3UBHE HeKkpo3e Tymopa (Canka 14) [212].

IlepudepHa HEYpOTOKCUYHOCT j€ J€JHO O[] TJIaBHUX HEXKEJbEHUX JI€jCTaBa MIATHHCKUX
KOMIUIEKCA, a IOCEOHO KapaKTePHCTUYHO 3a OKCAJTHUIUIATHHY M HCIOJbaBa ce 00JoM,
aTakCMjOM U CeH30pHuUM oimutehemem. Y BehMHHM HCTpaXkUBama CIPOBEJCHHUX ca
KOMIUIEKCMMa pyTEeHHjyMa HHMje HCIOUTHBaHA HHUXOBa MOTEHUHUjalHA nepudepHa
HEYPOTOKCHYHOCT IN VIVO, alli y jeIHOM HUCTPaXKHBaky Yy KOM je HCIUTHBaHA, pe3ysiaTh
yka3zyjy Ha To Jna pyreHujyM(II) TeprnupuIuH KOMIJIEKCM HE YTHYy 3HAYajHO Ha
NPOBOJIJBMBOCT CEH30pHUX HepaBa [225]. V akTyenHoj CTyaujH, CIIPOBENIH CMO TeCT Bpyhe
iode, Kako OMCMO MpoLEHWIH NepupepHy HEYpOTOKCHYHOCT KOJI MHIIEBa KOjU CY
Tpetupanu komiuiekcuma pyteHujyma(ll) wnm okcamumuiatunom. Tect ca BpyhoMm miouom
KopuitheH je 3a OTKpUBaWm€ JIaTeHLMje Ha OONHY (TOIJIOTHY) CEH3alHujy, Koja MOXe
yKa3MBaTH Ha MOBpEIy WK mnepudepHy CEH30pHY HeypoTokcuuHOCT [226]. I[Tomohy oor
TecTa HHje 3a0enexeHa pasjivka y IMOHallalkby MHUIIEBAa MOCTaB/EHUX Ha Bpyhy ruiouy, u3
TPETUPAaHUX Tpyna y OIJHOCY Ha KOHTPOJIHY Tpyry. MelhyTum, ¢ 003MpoM Ha TO3HATY
ynmeHnly 1a BALB/C mumieBn nmajy moehaH mpar oceT/bHBOCTH Ha TEPMAITHH CTUMYJYC
[168], ma Tako yak HH 37paBH MHUIIECBU HHCY PEaroBajy Ha TOIUIOTY, HE MOKEMO MPOIICHUTH
Ja JM je JOIUIO J0 pa3Boja CEH30pHE HeypomaTHhje KOJ MHUIIEeBAa KOjU Cy HpUMAaIH
pyrenujym(Il) Tepnupuara KOMITIEKCE MIIM OKCAIUIIIIATHHY .
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5.6. Yrumaj pyrenujym(Il) TepnmupuIMH KoOMILIeKCa HAa 3aCTYIbEHOCT IOjeIWHHX
hesuja MMyHCKOTr cucTemMa y nepudepHoj KpBu

HUcnuramun cmo yrtuna) npumeHe pyteujyMm(ll) TteprnmupuauH Komruiekca W
OKCaJIMIUIaTHHE Yy 1031 071 5 MQ/KY Ha 3acTYIIBCHOCT MOjeNuHUX helrja MMyHOT CHCTeMa Y
nepudepHoj KpBH KOJ 3IpaBUX MHIIEBA, KA0 M KOJ MHIIEBAa KOjUMa j€ WHIYKOBaH
XETEePOTOICKU KaplIMHOM KOJOHAa. IMyHCKH cHCTeM MMa OUTHY yJIOTY y MPEBEHIIN]jU, Pa3BOjy
U pacty Tymopa. henrje ypoheHOr U CTeUeHOT UMYyHUTETA UMa]y CIIOCOOHOCT Ja MPETno3Hajy
U ykJoHe Tymopcke henmuje [227, 228], a nojenuau MeTanodapManeyTUIM UMajy CIIOCOOHOCT
na taj GeHOMEH J0AaTHO cTuMysuiny [229].

Kanma nohe mo mamurue tpanchopmanuje henmje, henmja ekcipumupa onrosapajyhe
MOJIEKYJIe Ha TIOBPIIMHM henujcke MeMOpaHe, KOju yIo30paBajy UMYHH CHCTEM U TO3HMBAjy
HAa TO Aa je Tpeba ykinoHutd. OBako H3MEHmEHE henmuje OWBajy Tpermo3HaTe OJ CTpaHe
nurorokcnunux CD8" T henuja, nenapurckux henuja (DC) wian NK henuja [230]. NK henuje
ce cMaTpajy KJbYyYHHM KOMIIOHEHTama Ypol)eHOT HMYHOT OAroBopa y OopOM mpoTuB
manurHo-Tpancopmucanux hemmja. Kaga NK henmja cTymum y naupekTaH KOHTakT ca
TyMOPCKOM henujoM W Tperno3Ha je Kao HM3MEHmeHy henmjy, Bpiio Op30 ce aKkTHBHpa U
WHAYKYje amomnTo3y TyMopckux henuja mocpenoBaHy nepdopuHOM H TrpaH3uMoMm B wmum
nyTeM jmranga cMpti. Ako je mak NK henmuja aktuBupaHa MOCPEICTBOM IUTOKWHA WA
uHTepdepona, ona nmounmbe 1aa cekperyje IFN-y u TNF-o koju mocnemnyjy darommrosy [231].
DC mpencraBibajy crenujain3oBaHy IONyJalyjy aHTHUTeH npe3eHtyjyhux hemuja koje
daroruTyjy ymupyhe rymopcke henuje, 00pal)yjy ux u npesentyjy Tymopcke anturene CD8*
T henujama, CD4" T henunjama, NKT henujama wiau B henujama. AxtuBupane epekropcke T
henuje 3aTuM cekperyjy mnpo-uHdimamaropHu mutokuH - IFN-y, Koju je on KpyuujaiHe
BXHOCTU 3a MHXMOWIMjy nposudeparuje Tymopa u anruorenesy [230]. CD8" T henuje
M3a3MBajy anonTo3y y heaujama TymMopa Ha ClIM4aH HayuH Kao mro To noctxky NK henmje.
henunje creyeHor uMMyHHTETa JOBOAE 1O €IMMMHALIMjE NpPEOCTaluX henuja Tymopa U
CTBapama HMYHOJIOIIKE MEMOpHje Ha creuu(puyHe KOMIIOHEHTE TyMopa Kako Ou ce
CIpeunsid  peuuauBi  Tymopa [232]. MoHouutH uMajy CcrmocoOHocT naa (darommryjy
uHpuuMpane M ymupyhe henuje, anu umajy yjnory M y CTEUYEHOM HMYHUTETY, OWIIO
JTUPEKTHUM akTuBUpameM T henuja unu qudepenunpamem y makpodare u DC koje mory na
uHyKyjy npomudeparujy CD8" T henuja u perymumry aktusaiujy CD4" T henuja [233].
MoHoITH Koju Cy okapaktepucanu kao Ly6c’, CD11b*, CD1lc cy wundaamaropHu
MoHouMTH Koju mpousBoje TNF-o. Ilomynamuja MoHoIMTa OKapakTepHCaHa MPUCYCTBOM
mapkepa: CD11b*, CD1lc* u oxmcyctBom Mmapkepa Ly6C’, koja mma yiory y paHoM
UMYHOJIOIIIKOM OJI'OBOPY, HEOBACKyJapH3alMju W pereHepanuju TkuBa [234], Ouma je
NPOIEHTYaTHO 3aCTYIUbEHUja KOJ 3/IpaBHX MHIIEBA KOjU Cy TpeTupanHu Ru-1 komruiekcom
(I'paduxonn 34, 35). V cnpoBeqeHo] CTyaHju, MPOleHTyalHa 3acTymbeHocT NK henuja u
NKT henuja je yoenspuBo Ouiia HajBHILIA Yy 00€ TpyIie MHILIEBa KOju Cy TpeTupanu ca 5 mg/kg
Ru-1 xoMrutekca, OTHOCHO KaKo KOJI 3[paBUX MUIIEBA, TAKO U KOJ MHIIEBA Ca HHIYKOBAaHUM
XEeTEepPOTOINCKUM KapIIMHOMOM KOJOHA, C THM Jia j€ JI0JaTHO KOJ| MHUILEBA Ca WHAYKOBaHUM
CT26 tymopom, koju cy mnpuManu Ru-1 komruiekc 3a0esekeH W TMOBehaH mporieHAT
rurorokcnuanx CD8" T mumdonuta y mopehemy ca ceum ocranum rpynama (Ipadpukon
33). OBakaB edekat cyrepuiie Ha To ja Ru-1 KOMIUIEKC CBOje aHTUTYMOPCKO JIejCTBO iN VIVO
OCTBapyje /1eJ0M U OoCpeCTBOM henmja UMyHOT cuctema. PaHuja uctpaxuBama CIIpoBeieHa
Ha Mojery kapuuaoMa kosioHa CT26 cy mokasana na uaayknuja NK hemuja mocpenosana DC
MOXe OMTH O]l KOPHCTH y NPEBEHILIMJU METacTa3a HaKOH XUPYPIIKE pEceKIMje MpuMapHOT
TyMopa, aiu He U y jeuewy [235]. Okcanumnaruna y 103u o1 5 mg/kg je ca apyre crpaHe
JI0BEJIa 10 3HAYajHOT IMaja MpOLEHTa MOHOIMTA U HEyTpo(duia Ko MHIIIEBa ca MHAYKOBAaHUM
KapIMHOMOM KOJIOHa Y OJHOCY Ha CBE OCTaje Ipyle W KOJA 3/[paBUX MHUIIEBA KOjuMa je
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AIUTMKOBAaHA OKCAJIMILIATHHA je Takohe 3a0elie)eH IMajJ] MOHOIMTA Y OJHOCY Ha KOHTPOJIHY
IpyIy U rpyiy Tpetupany Ru-1 koMIuiekcom, u OBakaB pe3ylTar je y CKiaay ca moctojehum
noJanrmMa Koju yKasyjy Ha MojaBy HEyTpOIIEHHj€ ¥ MOHOLIMTOIIEHH]e KOJ] MallijeHaTa KOju Cy
Ha Tepanuju okcanumuiatuaoMm [236, 237] (I'paduxonu 34, 35).

5.7. Yrunaj pyreaujym(Il) Tepnupuans KoMIuieKca Ha peioCK CTaTyC y TKHBY

OxcuIaIMoHn CTPEC je CcTame KOje HacTaje ycien moBehane mpoayKiuje cloOo HIX
paaMKana WM CMameHOr JejcTBa aHTHOKcHuaauuoHne 3amtute [238]. Okcumanuonu crpec
npeJcTaB/ba HOPMAJIHY TI0jaBy Ha HUBOY heiMje M TKHBa, jep je YCKO IMOBEe3aH ca mpolecuMa
cTBapama eHepruje y henuju, omOpaHoM oj TIaToreHa M HEKUM BpcTama hemujcke
curnanusanyje. OKCUIAMOHN CTPEC MOXKE IIPOY3POKOBATH pa3sHOBpCHA omTehema henuje u
BEHUX (UHUX CTPYKTypa, JUCPEryJsanujy MeTabOJMUKUX IyTeBa, IIyTeBa MPEeKUBIbaBamba U
curHanaux kackamga [239]. Iloceban 3Hayaj OKCHAAIMOHOI CTpeca Ce Orieaa y €BOJYIHjU
MaJurHe TpaHcopmaiiije, Te MpeacTaBba Kako Y3pOK, Tako M mparehy mojaBy Koja je
KapakTepucTuka Meradbonusma ManurHe hemuje [240]. IloBumen muBo ROS omoryhasa
henujama kapHMHOMa Ja MPOMOBHILY IPO-TYMOPCKY CHUTHAIM3alMjy, Maja je MpeKoMepHa
npoaykuija ROS moBe3ana ca aHTH-TYMOPCKHM [I€jCTBOM, OJIHOCHO OKCHJIAIMOHU CTPEC
WHIyKOBaH [ATOCTATUIIMIMAa MOYKE IOBECTH 110 cMpTH henuja kapimHoma [241].

VY HammM ucTpaXUBambUMa, POIICHY YTHIIaja MpuMeHe KoMiuiekca pyrenujyma(ll) na
MapKepe OKCHUIAIMOHOI CTpeca M CHUCTEM AaHTUOKCHJAIMOHE 3allTUTE, M3BPILMWIA CMO Ha
ocHOBY anHanmuse nobujeHux peaHoctd TBARS, GSH, SOD u CAT y xoMoreHaty TKHBa
cpua, jeTpe, iyha, 6yopera u Tymopa.

3HauajaH ckok HMBoa TBARS y OyOpekHOM TKHMBY MHILIEBAa KOjU Cy TPETHpPAHU ca
Ru-2 y omHocy Ha cBe ocrane ekclepruMeHTanHe rpyne W mag Huoa GSH (Tpomieme
AHTHUOKCHUaHCca) y OyOpe3nMa ykasyjy Ha MOTEHIIMjaTHO OKCHAAIMOHO omTeheme OyOpera
ycnen npumene 5 mg/kg Ru-2, koja je nHaue Ouna npornpalieHa CKOKOM ypee M KpeaTHHHHA U
XUCTOTATOJIOIKUM ITPOMEHaMa y TKUBY OyOpera.

VY Hamem uctpaxuBamy, HajBulM HHUBO TBARS y TkuBy Tymopa 3abenexeH je y
TpylH HETPETUPAHUX MHIIEBa, OK je HUBO TBARS y TkuBY Tymopa MuIIeBa TPEeTHPAaHUX
OKCAJIMINIATUHOM OuOo BUIIM y mopehemy ca rpynmama koje cy tperupane pyreHujym(II)
tepriupuauHckuM Komiuiekcuma (I'paduxon 36). OBu pesyiratd cy y Kopenaiuju ca
pe3ynTaTiMa CIMYHHX HCTpaxuBama ca pyreHujyMm(Il) komrutexcuma [242], [243]. 360r
Op30T pacta TyMOpPH TpOIIle KHCEOHHK ¥ IpyTe XpaHJbUBE MaTepHje OpiKe O]l 37paBor TKUBA, a
pa3BOj HOBUX KPBHHUX Cy/0Ba YECTO HE MOJKE Jla MMPaTH pacT TyMOpa, IITO 3a MOCIeANIly UMa
Hwku caapkaj Oz y henmujama tymopa [244, 245, 246]. Crora, ROS umajy apyrauujy yiory y
TyMOpUMa HEro y 3JIpaBOM TKHUBY, 300r xumokcuje, npomeHe pH BpenHoctu u nosehane
ekcrpecuje TpaHchepuHa y MUKPOOKpyxkemy Tymopa. Emzum SOD o06e36ehyje 3amTuty
henmuja on okcuuanroHor omrtehema karanu3om aucmyranuje Oz 10 H2O02 u O2 [247]. YV
CIPOBEJICHOM MCTpakuBamy 3a0eliekeHa je CHIKeHa akTUBHOCT SOD y TyMOpCKOM TKUBY
CBUX TPETHpAHHX Ipyla y OJHOCY Ha KOHTPOIIY, LITO je y CKIaay ca nmoctojehuM cazHameM
na ce akruBHOCT SOD mnopehasa ca HanpenoBameM cTaaujyma 00JIeCTH, OJHOCHO OUYESKHBAHO
je na aktuBHOCT SOD y TKMBY KapIHOMa KOJIOHA KOjU HHje TpeTupaH Oyne nmosehana [248,
249, 250].

[InyhHO TKHMBO je HIUPEKTHO H3JIO0XKEHO BHCOKOM TNPUTHCKY KHCEOHHKAa, Kao U
noBehaHOM €HJIOT€HOM W €r30T€HOM OKCHIAIIMOHOM CTpecy. AKTHBHOCT €H3HMMa
anTuokcuaaimone 3amrure - CAT u SOD, kao u HUBO HEeH3UMCKOT aHTHokcuanca — GSH
cy Ounu 3HayajHO TOBMIIEHH Yy Iulyhuma MmuIiieBa Koju cy Tperupanu pyterujym(Il)
TEPHUPUINH KOMIUIEKCUMa y mopehemy ca kontponHoM rpynom (I'padpuxonu 37-39). GSH
3ajeTHO ca TIIyTaTHOH S-TpaHchepa3oM IITUTH heNrjcKe KOMIIOHEHTE O] aHTHUTYMOPCKHX
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JIeKOBa WJIM OKCHAALMOHOT CTpeca, TaKo INTO JAETOKCH(DHKY]y JHMIUIAHE XUAPOIIEPOKCUIEC
[251] [247, 252]. Wako ce Ha mpBHU MOTJIEA YMHU Ja je mpruMeHa Komiuiekca pyreaujyma(ll)
noena jo 3HavajHor nosehama akruBaoct SOD, CAT u GSH y minyhuma, mto 6u ykazano
Ha HUXOBA MOTEHIIMjaJTHA AHTUOKCHIAIIMOHA CBOjCTBA, MT0jayaHa aHTUOKCHIAI[MOHA 3allITUTA
MOXE Ja ce TymMayun M Kao oja0pambOenu mexanmzam [253]. OBa xwumortesa je 0AaTHO
MOTKPETUbCHA YMEHCHUIIOM Jla JHETUIIeTap, KOjU je Y HalleM HCTPaKUBAEKby KOPHUIINECH Kao
AQHECTCTUK IPH KPTBOBamYy MHUIIeBa, omrehyje muyhHo tkuBo [224], umme je moryhe
00jacCHUTH MPUCYTHE MMPOMEHE U Yy TuTyhuMa MuIieBa U3 KOHTPOJIHE TPYyIIE.

TpeTmaH OKCaIMIUIATHHOM je JOBEO JI0 AucOaIaHca peloKC XOMEOoCTa3e y jeTpH, KOjU
ce ornenao y cmamenoj aktuBHoctr SOD u CAT u nuBoy GSH (I'padpuxonu 37-39), mro je
y CKJIaJy ca JI0cajallbuM HcTpakuBambuMa [254, 248]. MHaekc NunuaHe NEPOKCHIAIH]C
(TBARS) y jeTpu MwuileBa HU3 CBE TPH CKCICPUMEHTAJHE TIpyle je OMO HHKH HEro y
KOHTpOJHOj Tpynu. OBakaB pe3yirTaT jecTe HEOUeKMBaH ¢ O03MpPOM Ha TO Ja Cy CBHU
UCIIMTUBAHU KOMIUICKCH MCIIOJBHIM OJipel)eH XernaTOTOKCHYHM MOTEHIIMjajl, aJld j& OMUCaH U
KOJI IPYTUX KOMIUIeKca pyTeHujyma [253, 242].

[MoBumren HuBo TBARS y cpiy muiieBa TpetupaHux Komiuiekcuma pytenujyma(ll)
ykazyje Ha omrteheme hemuja cpuna (I'padpuxon 36), mrTo Kopenwpa ca pesyiraruMa
XHCTOIATOJIONIKE aHAM3e Cplla U y CKIANy je ca pe3yiTariMa UCTPaKUBamba CIUYHOT
nu3ajaa [255]. C apyre crpane, pe3y/TaTd UCTpaKMBamba Koje Cy crpoBenn MuxajioBuh u
kosiere [256] y xome je ucnutuBan ytunaj pyreHujym(ll) Tepnupuaun KoMiiekca Ha PeaoKe
CTaTyC KOJ TaloBa, yKa3zyjy /a OBM KOMIUIEKCH HMMajy HHM3aK NOTEHIMjaj Aa JOBEAY 0
penokc auchanaHca.
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6. SAK/bYYLIN

Ha ocHOBy aHanu3e n1o0MjeHNX pe3yJiTaTa U3BEACHHU Cy cienehy 3aKkJby Iy

1.

HcnutuBanu pyrenujym(ll) TepnupuauH KOMIUICKCH WCIIOJbaBajy IIMTOTOKCUYAH
edekar In Vitro, xoju je kommapabuian ca epeKToM KOju OCTBapyje OKCAIMILIaTHHA
(pedepeHTHH XEMHOTEpAICYTHK), MPeMa CBHUM TECTHPAHHUM TYMOPCKUM hesujcKum
JMHU]jaMa:

— henujama kapruHOMa KojtoHa n3onoBanuM u3 BALB/c mumiesa - CT26,

— henmjama XyMaHOT €MUTEITHOT KOJOPEKTAIHOT ajieHoKapuuHoMa - SW480,

— henmjama XyMaHOT €MUTEITHOT KOJIOpEeKTaIHoT KapimHoma - HCT116.

UcnutuBanu pyrteHujym(ll) TepnupuaH KOMIUIEKCH HCIOJbaBajy HU3PaKECHH]E
[IUTOTOKCHMYaHO JIGjCTBO OJf OKCAJIUIUIATUHE IN VItr0 mpemMa Me3eHXUMAaIHUM
MaTH4HUM henrjama n3oioBaHUM U3 KocTHE cpxku C57BI/6 mumeBa — mMSC, koje
noceayjy TPOTYMOPCKH MOTEHIMjaJl M MMajy YJora y pas3BOjy pPE3HCTEHIMje Ha
XEMHOTepareyTuke.

WcnutuBanu pyteHujym(ll) TepnupuanH KOMIUIEKCH OCTBAapyjy IHMTOTOKCHYAH
edekar in Vitro mocpecTBOM MHAYKIMje HEKpo3e henrje u MHXUOUIM]jOM Tporpecuje
henujckor HuKiIyca, JOMHHAHTHO 3aycTaBibatbeM hemujckor mukiayca y G2/M ¢asu.

WUcnutuBanu  pyrenujym(ll)  TepnupuauH  KOMIUIEKCH  HHXHOHMpajy  pacT

XETEePOTOICKOT KaplIHHOMa KOJIOHA MHIIIA HAKOH HHTPAIIEPUTOHEATHE IIPUMEHE.

— Ru-1 kommiekc je MOTEeHTHUjH aHTUTYMOPCKH areHc oJ RuU-2 komriekca.

— Ru-1 xommiekc y no3u on 2 mg/kg mHXHOMpa pacT KaplHHOMa KOJOHA MHIIA
HOJje/IHAKO Ka0 M OKCAIMIUIATHHA, 0K y 103 on 5 mg/Kg cynpumupa pact
KapIIMHOMa KOJIOHA MHILIA 00Jb€ OJ1 OKCAJIUIIIIaTUHE.

Wcnutuanu pyreHujym(ll) TepnupuauH KOMIUIEKCH HCIOJbaBajy TO3HO-3aBUCHY
XeMaTOTOKCUYHOCT, HE(POTOKCUYHOCT U KapIMOTOKCUYHOCT.

UcnutuBanun  pyrenujym(ll)  Tepnupuamn  kommuiekcu — jgoBome  moBehane
sacryrbenoctr henmja ypohenor (NK u NKT henuja) u creuenor umynutera (CD8*
T numdonura) y nepudepHoj KpBU TPETUPAHUX MUILIEBA, KOje UMa]y 3HAYajHy YJIOTY
y Mpeno3HaBamy U eIMMHUHALIM]U TYMOpCcKuX henuja.

Wcnutuanu pyrernjym(ll) TepnupuanH KOMIUIEKCH JOBOJIE 10 PEOKC AucOananca y
NOjeJMHUM  TKMBMMa TpPETHpPaHMX  MUIIeBa (MOBHMIIEH  HWHJAEKC  JIMIHUJIHE
MepoKCcUaaIMje y TKUBUMa cpiia u 0yopera). OBakaB Hajia3 yka3yje Ha TO Ja je jeaH
on Moryhux mexanuzama kojum pyreHujym(ll) TepnupuanH KOMILIEKCH OCTBapyjy
CHCTEMCKE TOKCHYHE eeKTe, yIpaBo HHIYKOBAKkE OKCHIIAIIMOHOT CTpeca.
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AJIT - ananun amMmuHOTpaHCcepase

ACT - acmaptat amuHOTpaHchepase

A549 - xymana henujcka nuHHja KapurHoMa rmyha

ATP - ageno3un tpudocdar

CAT - xatanaza

CDK - nukinH-3aBUCHA KMHA3a

CDKI - uHXHOUTOP LMKIMH-3aBUCHE KHHA3€E

CO; - yribeH-THOKCH]T

CT26 - henuje kapumHOMa KoJoHa u3onoBane n3 BALB/c mumesa
Ctrl - rpancnioprep 6akpa

dach - 1,2-1maMUHOLIMKIIOXEKCAH

DC - nennputcke henuje

DMEM - Jlyn6exkoB MOAM(PHUKOBAHU MEIUjyM

DTNB - 5,5-nutno6uc-2-HuTpoOeH30€Ba KUCEINHA

JHK - ne30xcuprOOHyKIEHHCKO] KUCEINHU

EDTA - eTunenaunamMuH TeTpacupheTHa KucearmHa

en - eTHJICHINaMHH

ELIM - ekcrpauenyinapHiu MaTpUKC

FBS - ¢perannu tenehu cepym

GPX - rmyraTtnon nepokcuaasza

GR - rmyratnon peaykrasa

GSSG - rmyraTHoH nucyadun

GST - riryratuon S-tpancdepasa

H20:2 - BOJOHUK MTepOKCH]T

HCT116 - henuje XyMaHOT €MUTETHOT KOJIOPEKTATHOT KapIIMHOMA
Hela - xymana henujcka nuHMja KapuuHOMa rpinha mMatepuie
HNE - 4-xunpokcrHoHeHan

hTrxR - xymaHa THOPEIOKCHH peIyKTas3a

ICs0 - mosTOBMHA MaKCHMaJTHE HHXUONTOPHE KOHIIEHTPAIIN]e
IFN-y - uarepdepona-rama

IL- uaTepReyKuH

im - UMua30i

ind - uanazona

KP1019 - [Hind]trans-[RuCla(ind)2]

KP1339 - [Na(trans-RuCla(ind)2)]

KP418 - (imH)[trans-RuCla(im)2]

LDH - makTaT nexuaporeHasa

LOOH - nunuaHu XuApOorepoKCH I

MDA - manmonguangexus

MRC-5 - xymanu ¢pubpobnactu miyha

MSCs - Mme3eHxumaine MaTudHe henuje

MTT - 3-(4,5-mumernnrTuaszon-2-mn)-2,5-1ueHnITeTpa3onnymM OpoMuI
NADPH - aukoTruHamMu afieHuH-AUHYKIeoTU 1-hocdara
NAMI - Na[trans-RuCls(im)(dmso-S)]

NAMI-A - [Him]trans-[RuCls(im)(dmso-S)]

NO’ - a30T MOHOKCH] pauKa

OCT?2 - oprancku KaTjoHCKH TpaHCTIOpTEp Y OyOpe3numa
OH" - xunpokcui aHjoH

OH’ - xuapokcu pagukan
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10, - cunrneTHY KUCEOHHUK

PBS - docharau mydep

Pl - mponmuanjym joaun

pta - 1,3,5-Tpuaza-7-pocdoamamanTan JUTaH]]
RAPTA-C - [Ru(n®-p-cymene)Clz(pta)]

Rb - perunoGacToma mporenH

ROS - peakTuBHE BpCTE KUCEOHUKA

rpm - o6praja y MUHYTH

Ru-1 - [Ru(ClI-tpy)(en)CI][CI]

Ru-2 - [Ru(ClI-tpy)(dach)CI][CI]

SCID - Temka koMOMHOBaHa UMYyHOAE(DULIN]eHIIM]jA
SOD - cynepokcun qucmyTasza

SWA480 - henuje XyMaHOT €NUTETHOT MPHUMAPHOT KOJIOPEKTATHOT aICHOKapIITHOMA
TBARS - peakTuBHE CyIicTaHIe THOOApOUTYpHE KHCETUHE (IPOU3BOIN JIUITHUTHE
MIEPOKCHIAITH]E)

TGF-p - tpanchopmuinyhu dakrop pacra 6era

TLR - Toll-Like penerirop

TNFR - penienitop dakropa HEKpo3e TymMopa

TNF-a - dpakrop Hekpo3e Tymopa anda

Topo - Toron3zomepasa

tpy - TepnupuauH

VEGF - BackynapHUM €HIOTEITHUM (aKTOPOM pacTa
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OcHoBHO 00pa3oBame je 3amnoyena y cBoM 3aBuuajy y OcHoBHOj mkonu “JKuko Tomuh” y cemy
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JTOKTOPCKHA HWCHHT Ha W300pHOM mojapy4jy Maruuyne henuje y OHMOMEIMIIMHCKMM HayKama,
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AHraxoBaHa je Kao KOHUCTpa)KMBay Ha jJyHHOp npojekTnMa Pdakynrera MEIUIIMHCKUX HayKa y
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HacraBHo - HayuHor Beha, 6poj: 01-1686/10-1-3 ox 24.02.2021. roxuse, MOHOBO je M3a0paHa 3a
aCHCTEHTa 3a YKy Hay4Hy oOnact @apmarieyTcka OMOTEXHOJIOTH]a.
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Ooépaszauy 1

H3JABA AYTOPA O OPUT HHA/THOCTH JIOKTOPCKE IHCEPTALTHJE

Ja, Maja Capuh , usjaBsbyjem Jia JOKTOpCKA AUCEPTAIlH]ja MO/ HACIOBOM:

JAHTHTYMOpCKH  edekTn  KoMmiutekca Pyrenujyma Iy ekcriepuMEHTAIHUM MOJE/IUMa

KOJIODEKTAIHOT KaplIMHOMa in Vitro W in vivo*

Koja je onOpamena Ha PaKyJiITeTy MEAUIMHCKUX Hayka YHusepsureray Kparyjesiry

npeacTaBjba OpUSUHAIHO AYMOpPCKO 0eJjlo HACTaJIo Kao PE3YITAT concmeeHoe uCmpasNCueaiKkoe

paoa.
Osom Uzjasom makohe nomephyjem:

e Jia caM jeOuHu aymop HaBeJIeHe JIOKTOPCKE qUcepTalyje,

e Jla y HaBEJCHO] JIOKTOPCKO] TUCEPTALIM]U HUCAM U3BPULUO/IIA NO6Pedy ayTOPCKOT HUTH
JIPYTOT IpaBa WHTEJIEKTYaJIHe CBOJHHE APYTUX JIULIA,

e Jia yMHOXEHH MTPUMEPAK JOKTOPCKE JUCEPTAIM]je y HITaMIIaHOj U €JIEKTPOHCKO] hopMHU
y 4djeM ce MpHJIory Hajiazu oBa V3jaBa cajpiu JOKTOPCKY JUCEPTAIHjy UCTOBETHY

0J10pameH0] TOKTOPCKO] AUCEPTAIIH]H.

Yy Y(Q AT YT ED \y . 2022 ronune,

Mo (ol

MOTIIUC ayTopa



Oopaszay 2

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIIIRABAH Y JJOKTOPCKE IHCEPTAIIUJE

Ja, Maja Casuh,

X | /103BoJbaBaM

HE J103BOJbaBaM

VYuusep3urerckoj oubsuorery y Kparyjesily 1a HauuHU JiBa TpajHa yMHOXEHA IIPUMEpPKA Y

€JIEKTPOHCKOj (hopMH JOKTOPCKE AUCEPTALIUjE [10]] HACIIOBOM:

~AHTHTYMODCKH ed)eKTPI komiuiekca Pyrenmjyma Il Y CKCIICPpUMCHTAJIHHUM MOJCIUMa

KOJIOPEKTAJIIHOT KaplIMHOMA ix Vilro u in vivo*

Koja je onOpameHa Ha DakKyITEeTy MEJAMIMHCKHUX HAyKa

Yuusep3urera y KparyjeBiyy, # To y HEJIHHH, Ka0 U J1a 1O jeJaH NpUMEpaK TaKO YMHOXKEHE
JIOKTOPCKE JUCEepTalldje YYHHH TPajHO JIOCTYIIHMM JaBHOCTH TIIyT€M JUTHTAIHOTD
penozutopujyma YHuBepzutera y KparyjeBily W LEHTpPaIHOI DPEIO3UTOPHjyMa HaIEKHOT
MHMHHUCTapCTBa, TaKo Jia MPHUIAAHUIM JaBHOCTH MOTY HAYMHUTH TPajHE YMHOKEHE IIPUMEPKE Y

€JIEKTPOHCKOj (hopMH HaBeIeHE JOKTOPCKE IUCEPTAIH]j€ IIYTEM npey3umarsd.

OBom M3jaBom Takohe

X | mo3BOJbaBaM

HE I[03BOJ'I>aBaMl

' Vkonuko ayTop u3abepe a He J03BOJIM NPUNAAHUIAMA jABHOCTH /1A TAKO JOCTYITHY IOKTOPCKY ANCEPTALI]y
KopucTe Nnoj ycioBuma ytepheHum jennom oa Creative Commons TAUEHIM, TO HE HCKIbYUYje MPABO NMpHUNagHuKa
JABHOCTH J1a HABEJIEHY IOKTOPCKY AMCEPTALIMjy KOPUCTE Y CKJIajly ca oapendama 3akoHa 0 ayTOPCKOM U CPOJHUM
npaBuUMa.



HPHIAJTHALAMA JABHOCTH [1a TAKO JOCTYIHY JOKTOPCKY JIMCEPTALH]y KOPUCTE MoJ

ycinoBuma yrBphenum jegnom ox cneaehux Creative Commons JTANCHIU:

1) AyropcrBo

2) AyTOpcTBO - AETUTH [10/{ HCTHM yCIIOBHMA
3) AyrtopctBo - 0e3 npepajia

4) AyTopcTBO - HEKOMEPIIU]AITHO

5) AyTOPCTBO - HEKOMEPIIHJAJIHO - JACJIHUTHU 10/ HCTUM YCIIOBUMA

yTOpCTBO - HEKOMEPLHjaIHO - 63 Ipepajia’

v Y-Q ATITEh , 2027 rojuHe,

Nd{ dl (JJQW,&\

HOTIIKUC ayTopa

? MonnmMo ayTope Koju cy W3abpanu ja 103BoNe MPUNATHULUMMA jABHOCTH 14 TAKO IOCTYIHY AOKTOPCKY
JMCepTalmjy KOpUCTe noa yciaosuMa yTephenuMm jenHom on Creative Commons NUUEHUM 2 330KpYKe
jenHy on noHyhenux sMueHum. JlerabaH  caipikaj HaBENEHWX JIMUEHUM JOCTY[AH je Ha:
http://creativecommons.org.rs/



I/IsjaBa 0 HCTOBETHOCTH ITAMIIAHE U CJICKTPOHCKE Bep:mje AOKTOPCKOI pajga

Mwme u npeszume ayropa: Maja Casuh
bpoj unnexca: 110/2013

Cryaujcku nporpam: JIOKTOpCKe akaJeMcKe CTy/iuje

HacioB paja: ,,AHTUTYMOpPCKH edexTr komiuiekca Pyrenujyma Il y ekcriepuMeHTaTHIM

MOJEJIAMa KOJOPEKTAIHOT KapILUHOMA in Vitro U in vivo*

Mentop: IIpod. ap Cioboman HoBokmer

[lornucana N hr A C /W) b-\ ~

W3jarsbyjem Jia je mraMiana Bep3uja MOT IOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA €JIEKTPOHCKOj BEP3UjU
KOjy caM Impefajia 3a o0jaBbHBake Ha moprary JIMrurajHor pemo3suTopujyma

Yuusep3urera y Kparyjesuy.

Jlo3BosbaBam ga ce o0jaBe MOjHU JIMYHM IOJAllM BE3aHU 3a J00Ujare aKajeMCKOT 3Bamba

JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy M€ U Tpe3rMe, FOJIMHA U MEeCTO pol)era u aTyM oa0paHe paja.

OBH JIMUHM TOJAIM MOTY ce 00jaBUTH HAa MPEXHHM CTpaHHWIIaMa JUTHTaIHEe OHOIHoTEKe, Y

€JIEKTPOHCKOM Kartajory u y nyonukanujama YHuBep3urteta y Kparyjesity.

ITornmce ayTopa

Y Kparyjesuy,

Naja (U@mb\




