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CAXETAK

Bpojuu HexesseHH eekTu Tepamuje TymMopa JIEKOBHMa KOjU CallpKe IUIATHHY YCIOBUIIH Cy
JM3ajHApambe HOBUX IMOTEHIMjAIHUX TeparneyTHKa y KOojuMa je IJIaThHA 3aMemeHa APYTruM
npenasHUM MeTanoM. bakap ce 3axBasbyjyhM akTHBHUM CHCTEMHMa TpaHcmopra y Behoj
KOHIICHTPALlMjU Hajla3u y TYMOPCKHMM HEro y 31paBuM henujama, ma mocToju MoryhHOCT na
KOMILIEKCH 0akpa ca oArorapajyhum JUTraHaoM UMajy CEeNEeKTUBHHU]Y HUTOTOKCHUYHOCT, IITO
je VyTHIIAJI0 HAa pa3BOj pa3IMUUTHX CepHja KOMIUIEKca Oakpa y LWJbYy HPOHAIAXKEHA
MOTEHIIMjaJTHOT CEJICKTUBHU]jEr XeMoTeparneyTuka. Llub oBe cryauje je Kapakrepusaiuja
CUHTCTHCAHUX OuwHyKJIeapHux Kkomiuiekca Oakpa(Il) ca S-uzoankwn nmepuBaTMa
THOCAIMLIMIIHE KUCEITMHE W aHajn3a AaHTUTYMOPCKOT e(eKTa CHHTETUCAHHUX KOMILIEKCA.
Komruieken cy cuHTeTHCaHM, a HMXOBa CTPYKTYpa je ONKMCaHa Ha OCHOBY E€JIEMEHTAlIHE
MHKpOaHaJIn3€e ¥ OTBpl)eHa Ha OCHOBY MH(pALpBEHE U HyKJICapHO-MarHeTHO-PE30HAHIIMOHE
CIIEKTPOCKONHj€ U PEHATCHCKE CTPYKTypHE aHanu3e. bunykineapuu xommuiexcu O6axpa(ll) ca
S-u30ankwi JepuBaTHMa THOCAIHMILMIIHE KHCEIHMHE II0Ka3yjy IMTOTOKCHYKH edekaT Ha
henmjama wmwumijer kapuuHOMa KoJIOHa M Tuiyha, Kao W XyMaHOT KOJOPEKTaTHOT |
ameHokapimHoma rutyha in vitro, uaaykyjy anonro3y henuja murijer Lewis kapiiuaoma riyha
U 3aycraBibajy Tymopcke hemuje y G2/M dasu henujckor mukinyca. BUHYKICapHH KOMILIEKC
6akpa(Il) ca S-nzoamuin nepuBaTOM THOCAIMLIMIHE KUCEIMHE 3HAYAjHO CMambyje eKCIIpecujy
uHpaamanujckux moinekyna, npo-1L-18, TNF-a, ICAM-1 u VCAM-1, y TkuBy nmpumapHor
XETepOTOICKOT MHUILjET KapIlMHOMa KOJIOHA IUTO je mpaheHo 3HauajHOM peayKIHjoM pacTa
TyMOpa Kao U CMameHhEeM HHIUACHIIE, BEJTMUNHE U Opoja MeTacTasa y myhuma u jetpu.

Pesynratu oBe cryauje ykasyjy Aa OunykieapHu komiuiekc Oakpa(ll) ca S-nzoamumn
JICPUBATOM THOCAJMIIMIIHE KHCEIHWHE, IMOKa3yjy aHTHTYMOpPCKH edekar in Vitro, xao u
3Ha4ajaH edekar in Vivo y Mojiey KapiruHOMa KOJIOHA MHIIIA.

Kibyune peun: Ounykieapuu komiuiekcu Oakpa(ll), xapumHom komona, CT26 henuje,
LUTOTOKCUYHOCT, AaHTUTYMOPCKa aKTUBHOCT, HH(pI1aMaruja



ABSTRACT

Numerous side effects of platinum based chemotherapy caused the design of new therapeutics
with platinum replaced by another transition metal. Concentration of copper is higher in
cancer than in normal cells implying the possibility that copper complexes with the
appropriate ligand could have more selective cytotoxicity. This led to the development of
different series of copper complexes in order to find a potential more selective
chemotherapeutics. The aim of this study is to characterize the synthesized binuclear
complexes of copper(Il) with S-isoalky! derivatives of thiosalicylic acid and to analyze their
antitumor effect. The complexes were synthesized, and their structure was described on the
basis of elemental microanalysis, confirmed on the basis of infrared and nuclear-magnetic-
resonance spectroscopy and X-ray structural analysis. Binuclear complexes of copper(Il) with
S-isoalkyl derivatives of thiosalicylic acid show a cytotoxic effect on mouse colon lung
carcinoma cells, as well as human colorectal and lung adenocarcinoma cells in vitro, induce
apoptosis of mouse lung carcinoma cells and arrest tumor cells in G2/M phase of the cell
cycle. Binuclear complex of copper(ll) with S-isoamyl derivative of thiosalicylic acid
significantly reduces the expression of inflammatory molecules, pro-I1L-1p, TNF-a, ICAM-1
and VCAM-1, in tissue of primary heterotopic murine colon cancer, which is accompanied by
a significantly reduced tumor growth and the incidence, size and number of lung and liver
metastases.

The results of this study indicate that the dinuclear complex of copper(ll) with the S-isoamyl
derivative of thiosalicylic acid, exert the antitumor effect in vitro, as well as significant
antitumor effect in vivo in the model of mouse heterotopic primary colon cancer.

Keywords: binuclear copper(ll) complexes, colon cancer, CT26 cells, cytotoxicity, antitumor
activity, inflammation
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1. YVBOJI



1.1. KoJiopeKTaJIHH KAPUMHOM

KonopekranHu KapuwHOM je OoliecT Kojy Kapakrepuine abepaHTHa mposmdepaiyja
XKIIE3JTAaHUX CMUTENHUX heiuja, a Koja 3aXxBara MCKJbYYHBO KOJIOH M peKTyM. KosjopekramHu
KapIMHOM Cliajia y Hajyemhe KaHlepe y OMILITOj Momyiauuju, Tpehu je mo peny Hajuemrhe
JIMjarHOCTUKOBaH TYMOp Yy CBeTy W Mel)y Tymopuma Apyru mo peay Kao Hajuenrhu y3pok
cmptd (1). U rencku u (akTopu OKOJIMHE MPEICTaB/bajy (akTope pH3UKa 3a Pas3Boj
KosiopextanHor kapuuHoMma (2). Koa ocoba koje 6oiyjy oa KpoHose 6ojiecTd U yiepo3HOT
KOJIUTHCA CE ca rojauHama moBehaBa pu3uK 0] pa3Boja oBor Tymopa (3). Ympkoc craiHom
HANpETKy Yy JIW3ajHUpamky aHTUTYMOPCKHX JIeKOoBa BehMHA KOJIOPEKTAIHUX KaplIWHOMA je
PE3UCTEHTHA HA KOHBEHI[MOHAIHY TEPaIHjy.

Myranuje oapeheHnx reHa UMajy 3a MOCIEAUILy 10jaBy KOJOPEKTATHOT KapIIMHOMA Kao IITO
ce gemaBa M y octanmuM Tymopuma. OBe MyTaluje ce jaBibajy y OHKOT€HHMA, TyMOpP
CYIPECOPCKUM I'eHUMa M TeHUMa KOjU KOAMPajy MOJeKyJe ykbydeHe y nonpasky JTHK (4).
VY 3aBUCHOCTH OJ IMOpEKJa MyTalWjeé KOJIOPEKTAIHU KapIWHOMH C€ JIele Ha CIIOpajJfyHe,
Haciehene u ¢damunujapue. KosjopekranHa kaHIleporenesa ce oOjamimaBa Kao pe3ysTar
MYJITUIUIMX TeHCKuX myTauuja (4). KosjopekramHu TymMopu MMajy MOKaa Hajeehy cromy
myTtanja mehy Tymopuma, ca uIeHTH()UKOBAHMM JECETHHAMa COMATCKHX MyTaluja.
Kosopekranau KapiHOMH C€ Ha OCHOBY Opoja MyTalMja Jieje Ha: XUIepMyTHpaHe ca BUIIIE
on 12 myranuja Ha 10° maposa 6a3a u HexunmepMyTHpaHe ca Mame of 8.24 myTamuja Ha 10°
napoBa 6a3za (5).

1.1.1. KaHueporeHe3a KOJOPEKTAJHOI KAPUUHOMA

Konopekranuu kapuuHOM ce pa3BHja Kaja enuTenaHe henuje CTeKHy HHU3 TeHCKHX WM
SMHUI'CHCKUX MPOMEHa KOje 3a pe3yiTarT uMajy BHXoBY xumneprnpoiudepanujy (6). Mako cy
KOJIOPEKTAJIH KaplMHOMH XETePOreHH Ha T€HCKOM HUBOY, UIIAK CE€ CBU OHHU pa3BHjajy Kpo3
HEKOJIMKO MTaTOT€HETCKUX MeXaHh3aMa KOju ce OIHUCY]y Kao: 1 XxpoM0o30McKe HeCTaOUITHOCTH,
CIN (ox enrn. chromosome instability), 2. mukpocarenutcka Hectabununoct, MCI (ox eHr.
microsatellite instability) u 3. Ha3yOJbeHa HeorUa3uja KOju ce 4ecTo JAOHEKIIe W MpeKianajy
(7).

Behuna xonopekTamHux TyMOpa HacTaje U3 MPEKaHIEPCKUX Jie3rja. AIEHOMH HACTajy Kaja
ce mopemere MexaHM3MH Koju perynunry nonpaBky JHK wu mpomudepanunjy henmja.
KoncranTHa oOHOBa enmTeNa je HEOMXOJIHA 300I KOHTMHYHPAHOT I'yOMTKa MOBPIIMHCKHX
henwja 1peBHE CITy30K0XKe, a Mpordepanrja ce japba caMo y 06a3u kpunte. Kako n3memene
(umajy mopemeheH MexaHW3aM KOJUM KOHTposuury mnpoiudepanujy u nompasky JHK)
henwje Hampenmyjy mnpema JymMeHy nae0enor IjpeBa, HE JemaBa c€ OYeKyjyhm mporec
TepMUHAJIHE JAudepeHIjalje W EeBEHTYaJHO alloNTo3e IITO pe3yiTyje (GopMHpameM
JTUCKPETHHUX ajieHoMa. TOKOM BpeMeHa, aJIcHOMaTO3HH TIOJIUIK ce TToBehaBajy, pa3Bujajy cBe
BUIIIE AUCIUTACTUYHUX KapaKTePUCTUKAa U MOTY Ha Kpajy /Ja CTeKHY MHBAa3MBHU MOTEHIIM]jaJ.
Myramuje rema APC (adenomatous polyposis coli) koju mnpumaga Tpynu Tymop
cynpecopckox rena (8) mnmm BRAF onkorena (9) muunmpajy morahaje xoju pesynryjy
10jaBOM aJieHOMa WJIM Ha3zyOJbeHuX mosmma. Hapemnu morahaju Bapupajy y 3aBHCHOCTH O]
cneur(UYHOT MaTOreHeTcKor myTa. JlojaTHe reHcKe MPOMEHEe Cy HEONXOJHE 3a MPOrpecHjy
Ol paHHX JI0 CPEOHHX HEOIUIa3Wja, 3aTUM 10 Y3HANPEAOBAIMX IOJIMNA Ca JUCIUIA3HjOM
BUCOKOTI' CTEIICHA, a KacHHje M MHBAa3MBHUX TyMopa. MehyTum, He MOpajy CBH aJeHOMH Ja
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Hampeayjy 0 KapuuHOMa INTO C€ JIelIaBa aKO H30CTaHy aKyMyJalyje creuupuaHux
MyTanuja oapeheHuM penocienoM. BpeMeHCKH OKBHP pa3Boja KOJIOPEKTATHOT KapIMHOMa
onpehyje cam myT KanueporeHese. KanieporeHesa IyTeM XpOMO30OMCKE HECTaOWMIIHOCTH
Moske Ja Tpaje 10 u BuIlle TOANHA, a pa3B0Oj TyMOpa IMyTeM MUKPOCATEIUTCKE HECTAOMITHOCTH
MOYeE J1a Tpaje caMO HEKOJIUKO IOMHA.

1.1.1.1 XpomMo3oMcKa HECTAOMJIHOCT y Pa3Bojy
KOJIOPEKTAJTHOT KaPUUHOMA

OgBaj nyt pa3Boja nmpumehen y 65%—70% crnopaanyaux kojgopektannux tymopa (10, 11)
KapakTepHIlly IpPOMEHE XpOMO30Ma KoOje YKJbY4yjy IpOMEHe Opoja COMAaTCKUX KOIHja
(aHeyrutonmja, Opucame, yMeTame, aMIUTM(UKAIMja TeHAa WIH TYOUTAaK XETePO3UTOTHOCTH).
Tymopu koju ce pa3Bujajy OBUM IIyTE€M CMarpajy c€ HeXuIepMyTHpaHuMma. MexaHu3MH
Hactanka CIN-a oOM4HO ce ouKyjy mopeMehajuma XpoMO30MCKe cerperaimje, Kao mTo je
nopeMeheHoO 0/1Bajalb€ CECTPUHCKUX XpoMaTuia, nopemMeheHuM crapemem henuja 360r
ckpahema TeroMepa W Koje KyJIMHHUpPA pEOpraHH3alMjoM T€HOMa; HE()YyHKIHMOHAITHOM
koHTposioM omrehema JIHK; 1 ryOUTKOM XeTepO3UrOTHOCTH HAa TyMOP CYNPECOPCKOM TEHY.
OBe KapHOTHIICKE a0HOPMAJTHOCTH Cy IOBE3aHE ca MyTaldjamMa TyMOp CYNPECOPCKHX TI'eHa
APC u TP53 u aktuBupajyhe myranuje y renuma KRAS u anda karanutuukoj 1noJje AMHALM
docharuannmaosuTon-4,5-6uchocponar 3-xmnaza, PIK3C. HajsepoBaTHmje je myTtanuja
APC HajpaHHja reHCKa IIPOMEHA y KOJIOPEKTAIHO] KaHueporenesu (12). ['yOutak akTHBHOCTH
rena APC n3a3uBa HykJieapHy TpaHCIOKanujy Oera-kaTeHHHA u akTuBanujy Wnt curaamHor
nyta. Wnt curHanHu myT je BakaH perysarop npoiudepalyje IpeBHUX eNUTENHUX henuja
(13, 14). AxtuBanumja oBor myta nmpahena je aktuBanujom ekcrpecuje rena MYC, muxiun D1
u VEGF (ox enrn Vascular Endothelial Growth Factor) umju cy mpoaykTH yKJbydeHH y
kaHieporenesy (15). Myranuja rera APC ce Hanasu y oko 80% KOJOPEKTAIHUX KapIHuHOMA
KOjH HACTajy MEXaHU3MOM XpoMo3oMcke HectabumHoctu (5).

AxrtuBupajyhe myramuje rera KRAS ce nemaajy oonuno nocie mytanja APC u netexryjy
ce y oko 40% konopekranaux tymopa (16). IIponykr KRAS reHa je KOMIIOHEHTa HEKOJIHKO
CUTHAJIHUX IyTeBa YKJbY4yjyhH CUTHaJIHM IYyT ca pelenTopa 3a enuaepMainu (pakTop pacra
EGFR (on enrn Epidermal Growth Factor Receptor). AxrtuBammja KRAS pesynryje
koHcTHTYyTHBHOM akTuBaijom Raf-MEK-ERK mnyra, PI3K (ox enrnm Phosphoinositide 3
Kinase) myra u tpanckpumnimonor dakropa NF-KB. Pesynrtar aktuBaiuje oBUX MyTeBa je
dochopuanuja U aKTHBaIMja eH3MMa KOjU TMOACTHYY nporpecujy hemujckor mukmyca (17).
OBaj curHaJHU NYT C€ HCTpaxyje Kao MeTa Tepanuje LUJbaHUM TepaneyTuiuuma y
METAaCTaTCKOM KOJIOPEKTATHOM KapiuHOMy. BehmHa KonmopekTamHMX KapIumHOMa ca
mytanjama KRAS canpxu 1 MyTalyje y TeHuMa KOju KOAMpPajy KaTaIUTHUKe MOjeTUHHIIE
PI3K, kumnHaze koja ¢docdopumume CcuUrHaTHA MoJekyn ¢docharuaunmHozuTon. Beha
aktuBHOCT PI3K moxe moehatu cuHTE3y mpocTariaHuHa U UHXMOUpaTH anonrto3y henmja
KosopektanHor kapuuHoma (18). Myrauuje P53 mpahene ryOutkoM (yHKIHMje Hajaze ce
yemhe y KOJOPEKTaHM KapLHUHOMY HEro y aJeHOMHMMa Ca MHUKPOCKOICKHM (OKycHMa
WHBA3MBHOT KaHIlepa 1 yenihe y MHBa3UBHUM a/ICHOMUMa Hero y OeHuraum agenomuma (19).
VYapyxkeHocT ¢pekBeHnMje MyTauuja TP53 U cTagujyma ne3uja ykasyje Aa MyTaluje OBOT
reHa IPOMOBHIITY pa3Boj TyMOpa y KacHHjuM (azama Kauieporenese (20, 21).



1.1.1.2. MuKpocaTeJUTCKa HECTAOMJIHOCT Yy Pa3Bojy
KOJIOPEKTAJHOT KaAPIMHOMA

KosiopekTaiiHu KapIMHOMH MOTY C€ pa3BUTH M YCIEA XHWIepMyTanuja Oa3HHX I1apoBa
comarcke JIHK ycnen neanexBatHe dynkumje mexanusma nompaske JJHK. Myranuje rena
KOjH KOIUpajy MoJieKyie ykipydene y mompaBky JHK (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2)
M3a31Bajy HECTAOMIHOCT MHMKPOCATEIUTCKUX pErnoHa. MUKPOCATEIUTCKA PETHOHU CY
noHaBJbajyhe TaHaeM ceKBeHIle y KojuMa ce, TokoM nokyiaja JJHK mommmepase na Bexe oBe
noHaBJbajyhe cekBeHlle, akyMylIupajy rpemke. Y OamuBame HealekBaTHOT Opoja 6a3a y oBe
HETMPOMEHJBbUBE 00JIACTH WII TIPOKIIM3aBalhe TOKOM CHHTE3€ HOBOT JIAaHIIA MOJKE JIa TEHEPHUIIIE
MyTaljy Koja Mema OKBUP UHTamka INTO MOXE Ja pe3ylTyje MPOIYyKIHjOM
HE(QYHKIMOHATHOT MPOTCHMHA WM OJICYCTBOM MPOAYKIHUje. YKOJIMKO HeMa O30MJbHUX
MyTalyja T€Ha KOju KOIupajy Mojekyse ykJbyueHe y mompaBky JHK, oBaj cucrem
MIpero3Haje paHuje omucaHe rpeuike u odassba cBOjy GyHkiujy nonpaske JJHK mpe nporeca
perummkarpje. Y TyMopckuM henmmjama ca MHKPOCATEIMTCKOM HecTaOwiHomhy Hema
aJICKBaTHE JICTCKIMje U MOMpaBKe NorpenHo ynapenux 6aza JJHK ma ce one HeomeraHo nerne
ca HACTAIMM MyTal#jama ¥ YjeHO CTUIy HOBE MyTalrje. MUKpOCaTeIINTCKa HECTAOMITHOCT
JETeKTOBaHa je y oko 15% cropauyHuX KOJIOPEKTAIHUX KapIMHOMAa U y CKOPO CBHM
KOJIOPCKTAIHUM KapIMHOMHUMa KOje pasBujajy ocoOe ca JIMHYOBUM CHHIPOMOM KOjH
Kapakrtepuine germline Myranuja reHa Koju KOAUPajy MOJIEKyJie yKbydeHe y momnpasky JJHK
(22). MukpocaTenuTcka HeCTaOMITHOCT I'eHa KOjU Koupa cyOjeauuuily 2 perenrtopa 3a TGF-
B (TGFBR2) nerektoBaHa je y mpeko 90% KOJOpEKTaTHHX KaplUHOMa KOjH Cy HaCTau
mexanu3mMoM MSI (23). dpyru renu koju cy 3axBahieHH MUKPOCATEIIMTCKOM HECTaOMITHOIINY
KOIUpajy mpoTenHe Koju perymaumy npoaudepannjy (GRB1, TCF4, WISP3, ACVR2,
IGF2R, AXIN2, CDX), npekuz henujckor mukiayca u anontosy (CASP5, PRDM2, BCL10,
PTEN, PA2G4, FAS), nonpassbajy JJHK (MBD4, BLM, CHK1, MLH3, RAD50, MSH3,
MSHG6) (24, 25).

Jorahaju koju MHUIMPajy TyMOporeHe3y myTeM koju ykibydyje MSI Bapupajy. Myramnuje
rena APC ce nanmase y 35%-50% tymopa koju cy Hactanmu mexanusmom MSI (5, 26) mro
yKazyje da modeTHH jorahaj ¢dopmupama aneHoMa Moxe Jda Oyae 3ajelHHYKH 32
KOJIOpEKTaHe KapuuHoMe Hactane mexanuzmoMm MSI u mexanuzmom CIN. Jennom kama ce
[I0jaBU MHUKPOCATEIUTCKA HECTaOMIIHOCT, KOJIOPEKTAIIHU KapLMHOM Ce€ pa3BHja Opike HEro
MEXaHM3MOM XPOMO30MCKe HecTaOMITHOCTH. KoJopeKkTaHu KapImHOMH Ca BHCOKUM HHBOOM
MHUKpPOCATEIUTCKEe HeCTAOMIIHOCTH TIOBE3aHU Cy ca KpahuM BpeMEHOM Nporpecuje; KapiuHOM
ce OHJIa pa3BHUja y poky of 1-3 roauHe 3a pa3nuKy o JIeLeHU]a KOJIMKO Tpaje KaHIeporeHe3a
YKOJIMKO C€ pa3Bhja MEXaHH3MOM XPOMO30MCKe HecTabmiHOCTH (27).

1.1.1.3. Ha3y0/beHa HeomJIa34ja y pa3Bojy KOJ0PeKTAJTHOT
KapuuHOMA

Ha3yOspenn mnonumu Mory pAa mperxone pas3Bojy oko 10-15% cBHX KoJIOpeKTalHuX
kapuuHoma (28). Taj myT HacTaHKa KOJIOPEKTATHOT KapIIMHOMA Ce O3Ha4YaBa Ka0 MEXaHU3aM
Ha3yOJpeHe Heollla3uje. Benuku mpoleHaT MHTEPBATHUX KOJOPEKTATHUX KaplUHOMa (OHUX
KOJjU Ce pa3BHjajy y OKBUPY MPEIOPYICHOT TIEpHOIa Ha[30pa KOju 0OWYIHO Tpaje 3-5 roauHa)
BEPOBATHO HACTajy MeXaHM3MOM Ha3yOsbeHe Heomutasuje (29, 30). Mexanuszam HazyOJbeHE
Heoruta3uje je mocebaH BU KaHIIEPOTEeHE3e KOJH HHUje TOBOJHHO pasjarnmkeH. [Ipeno3naribuBa
KapaKTepUCTHKa MyTa Ha3yOJbeHe Heomasuje je aktuBupajyha myranuja VO0OE BRAF-a,
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koju je komrnoHeHTa MAP kumnasnor nyra (9). BRAF je mytupan y BehuHu cecmiiHux
Ha3yOJbeHUX aJICHOMA, & BEOMa PETKO Y KOHBEHIIMOHAIHHUM aJeHOMHUMA IITO yKasyje jaa je
MeXaHH3aM Ha3yOJbeHE Heolllasuje mocedaH myT pa3Boja KOJIOpeKTaaHoT Kapuunoma (31).
Hakon noverne myranuje rena BRAF, komopekTalHi KapIIMHOM KOjH HAacTajeé MEXaHU3MOM
Ha3yOJbeHEe HEOoIIa3uje MOXe Ja ce Jajbe pa3Buje Ha JBa HauuHa. MOXke Ja ce Jecu
MHUKpPOCATEIMTCKa HeCTAOMITHOCT M KaHIIEpOTeHe3a ce Jajbe oauja mo tury MSI, unm mory
na ce aece myTtanuje TP53 reHa u akTuBaIMja HEKOJIMKO CUTHAIHUX MyTeBa ykJbyudyjyhu Wnt
u TGFP curHaJiHM MyT ¥ MEXaHHW3aM CMUTETHO ME3EHXUMCKE TpaH3WIIMje, U pa3BHjajy ce
TYMOpPH KOJU HMajy MHKpOCATeIUTCKy ctabmiHocT (26). TymMopu Koju ce pas3BHjajy Kpo3
OWJIO KOjU O] ONHCaHa JiBa Kpaka IyTa Ha3yOJbe€HE HeoIUla3hje Takohe OOMYHO MoKaszyjy
BrcoKke HHBoe Metmiaiuje CpG ocTpBa Koja ce Hajla3ze y peruoHMMa MPOMOTOpa U YKOIUKO
Cy y NHUTamy MPOMOTOPU TyMOpP CYIPECOPCKUX TeHa Ha Kpajy je moryh pas3Boj Tymopa.
MoneKyICcKH MEXaHU3MH OBOT ITPOIEca XUIIEPMETHIIALIN]E HUCY pa3jalllibeHH.

1.1.2. MudaaManmja u KOJOPEKTATHN KAPIUHOM

Mako cy OCHOBHM I'€HCKHMX IPOMEHa y KOJOPEKTAJIHOM KapLUuHOMY yTBpheHHu, oapehuBame
CaMO TEHCKHMX TPOMEHA HHje JOBOJHHO 32 MOAKIACH(PHUKAIH]y THUIIOBA TYMOpa M TadHy
IPOTHO3Y MpEeXHBJbaBama MNalMjeHTa. JacHO je Ja je y KaHLEepOreHe3W KOJIOPEKTaIHOT
KapIMHOMa OWTHA, MMOpPEe] HEKOJIMKO KJbYYHHX MyTalldja u OJIMCKa MHTEPAKIHja MyTHPaHUX
henuja ca TyMOpckoM MHUKpocpeauHoM. TyMmopcka MHKpocpenuHa caapxu (uodpobracte
yApy’keHe ca TymMopckuM henmjama, BackynapHe henuje n hemuje MMyHCKOT cuUcTeMa Koje
6mucko MehycoOHO Aenyjy Ha pelunpoyaH Ha4MH W MOTY IMO3UTHBHO WJIM HETaTHUBHO Ja
KOHTponmiy mnposymdepannjy, hemmjcky cmprt, u3beraBame cymnpecopa pacta henuja,
€HepreTcKu MeTadoiau3aM U n30eraBame UMYyHCKOT OJrOBOpa, a YyTUUYy M Ha aHTMOTEHE3y U
MHBa3MBHOCT TyMOpcKHX henuja. Renuje npucyTHe y CTpOMH yTHUY Ha KaHILIEPOTEHE3Yy allu
BUXOBA aHaJN3a UMa U OMTaH KJIMHUYKY 3Ha4daj. [IpucycTtBo numdonura koju HHGUITPHUILY
TYMOD TOBE3aHO je ca 60JHOM MPOrHO30M y3HAIMPEI0BAJIOT KOJOPEKTATHOT KapuuHoma (32).
[Tokazano je ma je mpucyctBo Thl hemmja koje mpomykyjy IFN-y y konopekTtamHoM
KapIIMHOMY TI0BE3aHO Ca MOBOJFHOM IPOTHO30M, JIOK IpucycTBo Th17 henuja yTuue Ha Mambe
NOBOJbAH MCXOJ INTO yKa3yje Ha KJbyuyHy yhory T snmMmdonura y orpaHudaBamy pacTa
tymopa (33). ¥ ymorpebu je MMyHOCKOp 3a KOJOPEKTAIHU KapIMHOM KOju ce Oa3upa Ha
KBaHTU(HUKAIM]H TOMyJalKja IUTOTOKCUUKUX U MeMopHjckux T henuja xoju yak uma 6osby
NPOTHOCTHYKY BpemHOCT y mopehewmy ca Hajuemhe kopuirhenom AJCC (American Joint
Committee on Cancer)/UICC (Union for International Cancer Control) TNM
wiacupukanujom (34). Jlok wuHpuaTpanuja uutoToKcMukuM T mumdonmtuma, Thl u
MEeMOpUjcKUM henmjama BeoMa J00pO Kopenupa ca MPOrHO30M CBUX THIIOBA KaHIEPA,
uHuiarparu perynaropuux T hemmja, Th2, Th1l7, NK hemuja, makpodara, cympecopckux
hemmja mujenonanor napexna MDSC (on enrn. Myeloid-Derived Suppressor Cells) mokasyjy
Behy BapujaOMIIHOCT MPUIMKOM IPOILIEHE MPOTHO3E IITO 3aBUCH U O]l CTaaujyma M BpCTE
KaHIepa W aHamu3e (QyHKIMOHaNHOr ¢QeHoruna umyHckux hemmja (35, 36). Takobe,
dbopMupame TeplujapHUX JTUMQPOUTHUX CTPYKTypa Ha MaprUHU HHBa3Hje WIA CTPOMHU
TYMOpa, a HEe Y CaMOM TYMOPCKOM TKHBY ITOBE3aHO je ca MOBOJbHUM HCXO0J0M KOJIOPEKTATHOT
kapuuHoma (37). Penunpovna wHTepakija heiuja yHyTap TYMOPCKE MHKPOCPEIMHE Koja
3Ha4YajHO yTHYe HA CBE CTa/MjyMe KaHIIEPOI'eHe3e M IIACTUYHOCT M TYMOPCKHX M OCTaJIHMX
henuja y BenMKOj Mepu 3aBHCH O]l mpHCyTHOr 3anabema (38). Tako ma Ou jmeTasbHO
pasyMeBame MOJIEKYJICKe M hellnjcke OCHOBE MMYHOIIATOT€HE3€ KOJOPEKTATHOT KapluHOMA
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oMmoryhuio pa3Boj HOBHX, MOXa €PUKACHUJUX TEpaneyTHKa Y OJHOCY Ha KOHBEHLIMOHAIHE
KOjH IIIJbajy camo Tymopcke hemuje. [Ipema TpeHyTKY y KOM 3anajbere yTude Ha aToreHesy
KOJIOPEKTAIHOT KapI[MHOMA, MOTY C€ Pa3JIMKOBATH TPU TUIIA 3allaJbeha: XPOHUYHO 3alaJbeHhe
KOje MPeTXOJM KaHIEPOTCHE3H, 3alajbeiheé HM3a3BaHO TYMOPOM M 3alajbeihe WHAYKOBAHO
TepanujoM. 3ajelHUYKa KapaKTePHCTUKa CBE TPU BPCTE 3alajbeba je aKkThBauuja hemuja
ypoheHe MMYHOCTH KOja IOJCTHYE pa3BOj TyMOpa U YCIIOCTaBJbalkeé HWMYHOCYNPECHUBHE
TYMOPCKE MHUKPOCPEIHHE.

1.1.2.1. XpoHU4HO 3ana/beme YAPYKEHO ca
KAaHLEePOreHe30M

['maBHM (axTOpH pU3MKA 32 Pa3BOj KOJIOPEKTATHOT KapIUHOMA, a KOjU MPETXOIHO M3a3UBajy
XpOHMYHA 3alajbeba KOJIOHA Cy JIyroTpajHa U JIOIle KOHTpolIMcaHa MHpIaMalnujcka 06osect
[peBa U XPOHUYHO 3aNaJbeH€ FaCTPOMHTECTUHAIHOT TPAKTa M3a3BaHO JIOIIUM HaBUKama y
ucxpanu (39). la 6u ce pa3Buo Tymop morpebHa Cy aBa norahaja Ha Koje 3HAYAjHO yTHYE
3anmasbeme. [IpBU je akymylnanuja MyTaldja WM €MUTeHCKHX MMPOMEHA, KOje 3a MOCIICIUIy
UMajy WIM MHAKTUBALHU]y TyMOpP CYIPECOPCKHX IéHa WJIM XMIIEPAKTHBALM]y OHKOI€Ha INITO
henmnjama omoryhaBa pact W TNpeXHBIhaBamke, a JPYrd KOjU Mopa Ja CISAH TPBU je
IpoMoIlfja TyMOpa, OJHOCHO KIIOHCKA eKClaH3Wja henmuja Koje caapke MyTaluje u
npepactame THX KIOHOBA y TpaBe TyMope. PeakTuBHA jequmera KHCEOHHUKA U a30Ta MOTY
u3azBatu pasznuuute Bpcre omrtehewma JHK (jenqHonaHyanu ABOJaHYaHM IIPEKH[U,
MouUKaIHje HyKICOTH A, YKIamame 0a3a) y IpeBHUM enuTenHuM henrjama, nma mosehana
IPOM3BO/IHba OBUX MOJIEKYJIa Y MHUjEJIOMIHUM henrjamMa y XpOHHMYHOM 3alajbelhy MOXKE /1
UH]IyKYje TUPEeKTHY TpaHcdopmanujy uHTecTUHANHUX enutennux hemuja (40). [Mopen Tora
XPOHMYHO 3allajbehe LpeBa MOXKe Jla yTHUe Ha (YHKLH]y enuTesHe Oapujepe M Ja Tako
oMoryhu KOHTaKT MaTHYHUX hesrja IPEeBHOT enuTea ca MyTareHuMa MPUCYTHUM y OKOJIMHH
WIM Ja WX JoBele Yy OJiM3ak KOHTakT ca MujesouaHuM henujama koje ocnoOahajy
reHorokcuyne wmousekyne (41). Ilpexkun enmrenHe Oapujepe omoryhaBa KOHTaKT
MHTECTUHATHUX €MUTEeNHUX henuja U KOMEHcalnHuX OakTepHja Koje Takohe MOry Jia uMajy
MpoKaHIlepcke edexre. XPOHUYHO 3aMajbemhe IpeBa MpaheHo je pereHepalyjoM TKHUBaA IITO
HoJCTHYE NMpoiudepannjy 1 KIOHCKY eKCIaH3M]y €BEeHTYaIHO NPUCYTHUX TPaHCHOPMHCAHUX
henuja (mpomonrja Tymopa) kao u neaudepennyjanujy henrja koje HUCY MaTH4He y henuje
CIIMYHE MATUYHUM Y Wby pereHepaiuje omreheHor TkuBa (42). IHTeCTHHAIHE MaTHYHE
henuje cy MHOTO criocoOHM]e 3a ogynupame arencuma koju omrehyjy JIHK y ognocy Ha one
KOje HUCY MaTU4He, a JAeAu(epeHInjaijoM MOCTMUTOTCKUX helija moKa3aHo je J1a ce cTuye
CIOCOOHOCT MHUIMpamka TyMopa. KoHauHo, 3anasbeme MoXke Ja moBeha cronmy myTaiyja Kao
U Opoj henwmja koje OM MOTEHIMjaTHO MOTJIE Jla MHIMPAjy pa3Boj Tymopa (43). 3amabeme
yTHYE U Ha KJbYYHE CUTHAJIHE IyTeBE KOJU MOTUYY O] peuentopa 3a nurokune TNF u IL-1
koju aktuBupajy NF-«xB u IL-6 koju aktuBupa STAT3, a KojuU KOHTPOJIMIIY TIpoLEece
WHHIUjallije U TIPOMOIIHje KOJIOPEKTATHOT KapiuHoma (44-48). Onucana je u mytarmja TP53
y uH(}IaMaIMjCcKOj CPeMHU y TOKY pa3Boja KOJOPEKTAIHOT KapIMHOMa Koja IojadyaBa
curnanusanujy y kojoj yuectByjy TNF, STAT3 u NF-kB (49, 50). 3anmabeme Moke Takohe
Jla yTU4e Ha eNUreHCKe MPOMEHE Koje Cy yTUIIaBambeM TyMOpP CYIIPECOPCKUX I'€Ha MOBe3aHe
ca pa3Bojem kaniepa (51).

VY Toky 3amajbema MpolecuMa KOju 3aBUCE OJ] IIUKIOOKCUIeHa3e -1 W -2 HacTajy JUMHIHH
MEMjaTOpH KOjU HMMajy BEJIMKH yTHIA] HA CBE CTaAMjyMe KaHIIEPOT€HE3€ KOJOPEKTAITHOT
tymopa. Ilpocrarnanaun E2, Haj3acTynsbeHMjU MPOCTAHOU Y KOJOPEKTATHOM KapLHUHOMY,
MIPOMOBWIIIE WHULIMJAIM]y W pacT Tymopa HHAYKYjyhu ekcrnpecujy eH3uMa yKJbYYEHUX Yy



METHUJIAM]y ¥ KJIOHCKY EKCIaH3Mjy KaHIepCKuX MatudHux hemmja aktuBamujom NF-kB
curnansor myta (52). IIpocrarnanaun E2 takohe nnaykyje nudepeHiujanmjy y MujeIouIHe
cympecopcke u T perynatopue hemmje (53) u uHXHMOHMpa peMOACIOBakE TYMOPCKE
MHKpOCpeIrHe moacTHuyhn Tako nHBa3uBHOCT TymMopa (54).

1.1.2.2. 3ana/beme HHIYKOBAHO KOJIOPEKTAJIHUM
KAPIMHOMOM

Tymopu Mory u3a3BaTi 3anaberhe  BUXOB JIOKATHH PacT U METacTa3upamke OHJa 3aBUCE OJ1
UHTepaKiuja ca henujama yHyTap Tymopcke mukpocpeaune (38). Jeman ox mpeux gorahaja
HakoH MmyTtaiuje APC u akrupanuje Wnt curnansor myta je ryOuTak LpeBHe Oapujepe IITO
oMmoryhaBa MHKpOOpraHM3MHMa U3 JyMEHa Jla OCTBape KOHTAaKT cCa pPEe3UJACHTHUM
MujenouaHuM henujama, akTUBHUPAjy UX IITO 3a mocieauily uMa npoaykuujy IL-23 u IL-17
KOjU Cy paHd MPOMOTOpH KoJjopektaiHor kapuuHoma (55). I'yOurtak dynkuumje p53 y
KacHMjUM (a3aMa KaHLEpOreHe3e HapyllaBa MHTETPUTET enurTesna ImTo omoryhasa
MHUKpoopranuzMuma uHaykoBany aktuBaijy STAT3 m NF-kB, a Tume wuzasuBa wu
urdaamanujy (56). [lakie, akTBaIMja OHKOTEHA M IyOuTak (QyHKIMje TYMOp CyIpecopa He
caMmo J1a TUPEKTHO MPOMOBHIIY INPEKUBIbaBame W npoiudepannjy henuja xanmepa, Beh u
OJpKaBajy 3anajbeie M3a3BaHO TYMOPOM CTHUMYJIAIM]jOM NPOAYKLHje HUTOKMHA, (hakTopa
pacTa ¥ XeMOKHHA KOJH PerpyTyjy henrje UMyHCKOT CHCTeMa Y TYMOPCKO TKHBO.

XWIOKCHja W HEJOCTaTaK XpaHJPUBHX Marepuja y TYMOPY 4YMja BEJIMYMHA IPEBA3MIA3U
omoryheHo cHabJeBame KpBJbY M3a3UBajy HEKPOTCKY CMPT Koja je mpaheHa ociobahamem
MOJIEKYJICKUX oOpa3ana yaypy>KeHuM ca omrtehemeM TkuBa kao mto je HMGB1, mokpahna
kucennna, ATP koju moxactuuy mnponykuujy IL-1 (57). Xwumokcuja Tymopa moiactude
excnpecujy (akropa HIFla y tymopckum u hemmjama TymMOpcke MHMKpPOCpPEIMHE IITO
nojctude oconobahame TGF-f u3 pudpobiacra yapyxkenux ca tymopcknm henmjama. TGF
MHXUOMpa Mpe3eHTall]y aHTUTeHa Yy ACHIPUTCKUM henujama, nponudepannjy 1 eQpekTopcke
¢yukiuje T numdounrta, MHAYKYje pa3Boj peryiaropHux T u uHXuOMpa QyHKUH]Y
rurorokcnukux NK henuja (58).

1.1.2.3. 3ana/bem-€ HHIYKOBAHO TePaNujoM
KOJIOPEKTAJHOT KapIHHOMA

3anaspeme M3a3BaHO TEPANjoM Takohe 3HauajHO yTHYE HAa TOK KOJOPEKTAITHOT KapIuHOMA.
Pagnorepanuja u xemoTepanuja u3a3uBajy cMpT TyMOPCKHX henMja Kao M MpOMEHE YHYyTap
TYMOPCKE MUKPOCPEIHMHE IITO aKTUBHPA MEXAHU3aM ,,3apacTama paHa™. 3arnabemhe N3a3BaHO
TEpanujoM je Mpe HeKeJbeHa IMOCIeANIa TEepalije Hero Iijb, ajH je BakHA JeTepMHUHAHTa
TEpanujCKOT OJIrOBOpa W peJarca, a MOXX€ WUMAaTH M aHTH- M TPO-TYMOPCKH edakar y
3aBUCHOCTH O] KOHTeKcTa. Ymupyhe Tymopcke hemmje ocnobahajy mMonekysicke oOpaciie
yapyxene ca omrtehemem TkuBa, HMGB1, ATP, nBomanuyana JIHK, kanpeTwkyiauH KOju
akTuBUpajy henmuje koje mpe3eHTyjy aHTurene. CTUMylMcCaHa akTUBalMja ICHIPUTCKUX
henuja y xoMOMHanuju ca nojayaHuM ociobahambeM TYMOPCKMX HEOAHTUTeHa U3 yMupyhux
henmja, 6u morna ga de novo akrtuBupa creruduune T auMbonuTe mWTO OM PE3yIATOBATIO
nojayaHUM HUMYHCKMM Haj3opoM Tymopa (59). Meljyytum, OpojHHM eKCIIEpUMEHTAHH W
KJIMHUYKY MTOJAIM TOKa3yjy aa ymupyhe henuje Tymopa Ttakole mpoMoOBHIly KaHLIEPOTEHE3Y
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U UHXUOMpAjy aHTUTYMOPCKM UMYHCKH oaroop. IL-lo koju ocnmoGahajy nHekporuune
TyMopcke henmje Moke Ja TPOMOBHIIE MAaJWTHY TpaHC(HOpPMaIMjy, AaHTUOTCHE3y H
meractazupame. |L-lo aktuBupa m mHAYKyje pa3Boj MH(pIamanujckor tuna ¢pudpodiacta
Koju mozactudy onkorenesy (60). Cmpr Tymopckux henmja nM3a3BaHa TepamdjoM MOXKE Ja
NOJCTaKHE Mponykuujy (akropa pacra Wnt u enuaepmanHor (akropa pacra, HUTOKHHA
TNF, IL-17 u IL-6 y henmjama TymMOpCKE MHUKPOCPEIMHE INTO IPOMOBHIIE OIICTaHAK
IpeoCTaInX TyMOpcKux henuja u onprHOCH pe3ucTeHIuju Ha Tepanujy (38).

1.1.3 XeMoTepanuja KOJOPEKTAJHOT KAPUMHOMA

Kao u cBaku Ipyru KapigHOM, KOJIOPEKTAITHU KapIUHOM ce Kiacudukyje ox craaujyma 0
(carcinoma in situ), 1 (uaBagupan je cioj lamina muscularis proporia), 2 (3axsehena je u
ceposa), 3 (3axBalieH je W BUCLIEpATHHU MEPUTOCHYM) U 4 (MeTacTazupa KPBHUM U JTUMGBHUM
nytem) (61).

Craaujym oxpehyje o30mbHOCT Oosiectd u jgoctymHe tepanuje (62). Mako je omeparmja
CTaHAapAHU U300p Jedewma 3a craaujyme 0—2 KOJOPEKTATHOI KapIUHOMA, CTaaujyMm 3
3axTeBa OIEpaIjy U aJljyBaHTHY XEMOTEpaInjy, a CTaaujyM 4 U peKypeHTHH KOJOPEKTAIHH
KapIIMHOM 3aXTeBajy OINepalnjy, XeMOTepanujy ¥ MUJbaHy Tepanujy; MelyTuM, HaXKallocT, 10
casia HeMa MO3HATOT JIeKa KOjH rapaHTyje H3JIeUeHe.

Xemorepanuja Wiv paaroTepanuja ce MOry KOPUCTHTH MIPe WK MOCTIe oNepalyje Kako Ou ce
CMamHo Wik cradbmimzoBao Tymop (63). Xemorepamuja oOyxBara Tepamujy ca jeIHUM
areHcoMm (mpBeHcTBeHO (Quiyopoypauun FU)) u pexxume ca Bulle areHaca, ykibydyjyhu
okcamuiuiatuay (OX), upunorekan (IRI) u kanenuradbun (CAP wmum XELODA wmu XEL).
Kom6unoBanu pexxumu tepanuje FOLFOX (5-FU + OX), FOXFIRI (5-FU + IRI), XELOX
wim CAPOX (CAP + OX) u CAPIRI (CAP + OX) ocrajy riiaBHH NPHUCTYIH MPBE JTUHU]E
nedyemwa. [lanujeHTnmMa ca yomuM mepopMaHcamMa WIM MaUM PH3HKOM O] IMOTOpIIama
npenopydyje ce tepanuja jenHuM jexkom. OBe Tepamnuje uMajy u oxapeheHe HemocTaTke Kao
IITO Cy CUCTEMCKa TOKCHYHOCT, He33JJ0BOJbaBajyha cToma oAroBopa, BapujadbuiHa ypoheHa u
CTEUCHA PE3UCTEHIIMja U HUCKA CEJIEKTUBHOCT 32 TYMOPCKO TKHBO. 3aTO TMOCTOjH CTaJHa
notpeda 3a WCTPaXMBAKEM HOBHX HayMHA Ja ce Mo0OJpIa WM 3aMEHH CTaHJIapaHa
XeMOTeparnuja KOJIOPEKTATHOT KapIHHOMA.

1.2. bakap u TymMopu

bakap je eceHIMjaTHHM €IEMEHT NMPHCYTaH y TParoBMMa KOjHU HWrpa BEOMa BaXXHY YJIOTY Y
MHOTMM  (usuonomkuM  henujckum  npomecuma. Heomxoman je  3a  HOpPMaiHO
(GYHKIIMOHKCAIbe BEIMKOr Opoja pasimuyuThX eH3uMa kao mrto cy Cu/Zn cymepokcui-
JMCMyTa3a, IIUTOXPOM OKCHIa3a, TUPO3MHAa3a, JM3WI OKCHAA3a, JOMaMuH B-Xuapokcuiasa,
1epyJIoMIa3MuH, Oakap aMuH okcuaasa (64).

Baxxau Ouosomky mporecH y Koje je ykJbydeH Oakap Cy nucame, HHXMOHMIMja CI000JHUX
panukana koju Mory owmteTutn MemOpany henuja u JJHK, nmomaxe Teny y mpousBoamu
eHepruje, (opMHUpamy BE3UBHOT TKHBA M KOCTH]Y, YUECTBYj€ y METa0OIM3My KHCEOHHKA W
rBokha, caspeBamy BaHNENHUjCKOT MaTpUKCa ¥ HEYpONeNTHAa W HUMa YJIOTY Yy
HEYPOEHIOKPHUHO] curHanu3anuju (65, 66).

VYV teny oapacnux ocoba Hamazu ce oko 100 mg Oakpa y mummhuma, KOCTHMa, JETpH,
OyOpe3uma, cpiry u mo3ry (67). bakap yHeT XxpaHOM HIIH IPEKO CyIUIEMEHaTa ce arncopoyje y
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JUTECTUBHOM TPAKTYy M TO y JKENyIly, [IBAHACCTOMAJAYHOM I[PEBY U TOPHEM 1Ty TaHKOT
npeBa. HakoH arcopmimje y KpBu ce Oakap Besyje 3a allOyMHUH U TPaHCIOPTYje 110 jeTpe Tae
ce u nemnoHyje. M3 jerpe Be3aH 3a mepyJomia3MUH Oakap ce MPEHOCH 1O opraHa w henuja
KojuMa je motpebaH. Y cepyMmy je KOHIeHTparja 6akpa 12—25 uM nok y TKMBHMa Bapupa
mamehy 15 u 180 uM/g. Okcupo-penykuumoHne CroCOOHOCTH 4YWMHE Oakap MOTEHIMjaTHO
HEONXOJHUM alldi M MHUTOTOKCHMYHMM 3a henmje. CiobomHu joHm Oakpa cy Beoma
[MUTOTOKCUYHHM T1a je MOTpeOHO J1a KOHIIEHTpaIlija jona 0akpa yHyTap henuja Oyne yBek Ha
ONTUMAIIHOM HUBOY U J00po peryiucana. Beoma je BaxxHO a TpaHcnopT Oakpa Oyne cTporo
KOHTPOJIMCAH KaKo He OM HACTYNHO BUIIAK PEIOKC aKTUBHOCTH. 3aTO ce Oakap TpaHCIOpTyje
yBEeK Be3aH 3a mporeuHe. JuctpuOyiuja Oakpa je Takohe Mpenu3HO peryjaucaHa Kpo3s
Hekomko henujckux Mexanuszama. Tpancrmopt 6akpa y henuje cucapa peryiuiie mIpoTeHH 3a
tpancnopt Oakpa 1. bakap y hemuje ymasu y peaykoBanom obiuky [Cu(l)] rae ce Besyje 3a
HrarepoHe 3a 0akap WM IIyTaTHOH, a MOTOM MPEHOCH Ha METAJIOTHOHEHH WU AUCTPUOyHpa
y onpehene onespke henuja (68). Mako je 6akap eceHIMjalHH MUKPOHYTPHUJEHT, Y CI000IHOM
oOiimky Moxe na Oyae Beoma Tokcuuyan 1o hemuje (66). Mcro Tako W HeperyiucaHo
CKJIamuInTehe Oakpa y henujama Moxke Ja M3a30B€ OKCHUAATUBHU CTPEC U ITUTOTOKCUYHOCT
(69).

[Topemehaj xomeocTa3e Oakpa MPUCYTaH je KOA HEKUX T€HCKHU YCIOBJBEHHX 000JbEHa Kao
mro cy: BuiconoBa Oonect, MenkecoBa Oosiect, Mennuk cunapom, Huppke-Brendl
cunapom. Ilopemehaju merabonu3ma Oakpa Mory OWUTHM W CTeUYEHH Kajga Hactajy 300r
CMamkCHOT WJIM TPEBEIMKOT yHOca Oakpa KaJa TOCTOjU OMacHOCT oj omTehema jerpe,
aHeMHje, HeyTpomeHuje, aOHOPMATHOCTH KOCTHE cpxku. Hipke KoHIeHTpanuje Oakpa
npucyTHe cy Kox Menkecose u Ilapkunconose Oonectu. [ToBehana koHmenTpanuja 6akpa je
NpUCyTHA KoJ BuiicoHOBe 0oJieCTH, Pa3IMUUTUX 3aIIaJbeHCKUX MPOoleca, KapIHOMa, [IUPO3e
jetpe u xonecrase (70).

1.2.1 bakap y kaHueporeHe3su

[To3Haro je nma je koa MadUTHUX OOJECTH HUBO Oakpa O30MJPHO HapyIleH U Ja Oakap Kao
KO(aKTOp MHOTHX €H3MMa, UMa YJIOTYy y aHTMOTeHe3H, OpXKeM pacTy M MeTacTa3u Tymopa
(71). Konuenrtpanuja Oakpa y cepymMy M TyMOPCKOM TKHBY 3Ha4ajHO je moBehaHa Koj
nanMjeHaTa ca KaHuepoMm y nopehemy ca 31paBuM ocobama. 3HauyajHO Behe KOHIIEHTpaluje
Oakpa y cepyMmy Cy MOBE3aHe ca OpOJHMM TyMOpHMMa Kao IITO Cy KapIMHOM JojKe, rpyiunha
Mmarepule, jajHuka, Iutyha, jkenyma, O€lIMKe, IITUTACTe XJIE3[e, OpalHe CIy3HUIE,
naHkpeaca, riiaBe u Bpata (72, 73). Y HekuM TyMOpHuMa MOMYT KOJOPEKTAITHOT U KapIHHOMA
Jojke, TMoBehaHe KOHIEHTpauuje Oakpa Cy y CHaXXHOj KOpeJalMju ca CTaAujyMOM H
nporpecujom tymopa (74, 75). Koa neykeMuja je youeHO CMambeme KOHIIEHTpaIije Oakpa y
NepuoJly peMUCHje, ITO yKasyje Ja je auctpulynuja 6akpa mpoMermeHa KoJ MalyjeHara ca
kaHiepoM (76). OCHOBHM MeXaHM3MH KOjHU YTHYy Ha MPOMEHY KOHIIEHTpanuje Oakpa y
cepyMy oOoJenuX OJf KaHIepa jJOIl yBEK HHUCY pa3jallllbeHH. I3I10)KeHOCT BUCOKHM
KOHIIEHTpalljamMa Oakpa TIOBe3aHa je ca HEYPOSHJAOKPHMHHM TyMOpHUMa TaHKpeaca u
kapiuuHoMoM tipoctate (77, 78). Yiiora Oakpa y €THOJIOTHjU U TPOTPECUJU TyMOpa je J0CTa
npoyd4aBaHa y mocieame 1Be AerneHuje. Kao meran crocoban ga HHAYKYje PEIOKC peakinje,
Gakap je crocobaH aa yTH4Ye Ha TeHepUcamhe peakTHUBHE BPCTa KMCEOHHWKA MHTpALENyIapHO
OITO M3a3MBa aKTHBAallM]y pAa3JIMYUTHX CUTHAJIHUX MeXaHM3ama Koju mnoBehaBajy
nponudepanunjy rymopckux hemuja (79). I[lokazano je u na je 6akap yKJby4eH y peryianujy
MAP «kunaznor u BRAF curHamaumx mnyTteBa KOjU WHAYe pEryJuiry hemujcky
nponudepaunjy, nudepenuujauujy u mokpersbuBoct (80). HemaBHo je mokazaHo na je
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noBehaHa KoHIeHTpalyja Oakpa moe3aHa ca nosehanom excrpecujom PD-L1 (Programmed
Death Ligand 1) y Tymopckum hemujama mro omoryhasa Tymopckum hennjama nzberaBarme
UMYHCKOT OJIrOoBOpa. Y HCTOj CTyAHjH je Takohe moka3aHo nga xenaropu CU mojadaBajy
nerpaganujy PD-L1 mocpemoBaHy yOMKBUTHHOM INTO pe3yiryje wuHbuaTpanujom T
muMdonuTa U NpupoaHUX henmja youna Ha MECTy TymMOpa, YMMe Cy30ujajy pacT Tymopa U
n000JblIaBajy MpeXUBJbaBamke y MulljeM Moxenay Oojiectu (81). Bakap takohe moacruue
npoiudepanrjy eHAOTEIHUX heluja W aHTHMOTeHe3y KOjoM ce TymopuMa o00e36ehyjy
KHCEOHUK M eCEHIMjaaHe XpaHsbuBe marepuje (82). bakap Takohe crabunmsyje excrpecujy
HIF1 naaykoBaHOT XUIOKCHjOM, KOjH j€ TJIABHU CTUMYJIATOP aHTHOTEHE3€ M aKTHBHpA WU
CTUMYJIMIIIE EKCIPECH]y HEKOJMKO aHruoreHux (Qakropa ykipydyjyhu ¢akTop pacta
¢dudpodiacta (FGF), dhakrop pacra Backynapuor ennorena (VEGF), dbaktop Hekpo3e Tymopa
anda (TNF-a), IL-1, IL-6 u ¢ubponekTrrHa (83). YiupyxkeHno ca BehioM KOHIICHTPALHjOM
Oakpa moBehaBa ce ekcrpecHja eH3uMa cymoepokcun aucmyrtaze SOD1 koju perysmuiie
byukImyjy engorena u crumyaumie npoaykiujy VEGF u anruorenesy (72). bakap mojauasa
METAaCTaTCKH TIOTEHLHWjaJl TyMoOpa AaKTHUBAIMjOM TPOTEMHA KOjH Cy YKJbYYEHH Y
PEMO/ICIIOBaLE EKCTPAIIeTYIaPHOT MaTPUKCa M HACTaHAK MpeMeTacTaTcKux Huiia (84).

1.2.2. bakap y Tepanuju Tymopa

Kako cy mnpekomepHe KOHIEHTpalmje Oakpa y TymMOpHMa IIOBE3aHE ca I0jauaHOM
nponudepannjoM, aHTHOreHe30M M METacTaTCKUM IIOTEHIMjaloM TyMOpCKHX henwja, HOBe
CTpaTeruje y Jieucrhy KaHllepa UMajy 3a IUJb YTHUIIA] Ha XoMeocTasdy Oakpa. (73). [Toctoje aBa
rJIaBHA IPUCTYTIA KOja Cy TECTUpaHa y MPETKIMHUYKUM M KIMHUYKHM yCJIOBUMA, a YKIbYUY]y
Kopunthewme xeaaTopa 60akpa KojuM ce CMamyje OMOpacIoI0KUBOCT OBOT MeTala JUPEKTHUM
Be3MBameM 3a Oakap M kKopultheme joHo(popa Oakpa KojuMm ce noBehaBa MHTpalemdyIapHa
KOHIIEHTpaIlrja 6akpa, a Iusb j& UCIOoJbaBakhe aHTUTYMOPCKUX edekara 6akpa (CTuMyaimja
OPOAYKIHje CIOO0AHUX jelNIbemha KHCEOHHWKa, WHXHMOMIMja TNpoTea3oMa, HHIYKIH]ja
aronTo3e) y caMuM TyMopckuM henujama (73).

VYenex pasnuuMTUX JeAUBCHa Koja calp)ke IUIaTUHY (LUMCIUIATHHA, OKCAJIMILIATHHA,
KapOoIIaTUHA) y KIMHUYKO] IPUMEHH Y JIeUey HIMPOKOI CHEKTpa KapIlMHOMa yIpYXKEH ca
peIaTUBHO HHMCKUM TPOIIKOBHMMA JIEUCHa YTUIA0 j€ Ha MOoBehaHO MHTEPECOBAKE 3a Pa3Boj
HOBHMX KOMIUIEKCA MeTalla KOju O MMalld MOTeHIHjanHo jo0ap kiuHUuKH edekat (85, 86).
Mebhy mnpenasHuM MeTaguMa KOJU C€ KOPUCTE Y HCTpakMBalkby HOBHUX MOTEHILHUJATHO
aKTUBHMX METaJOKOMIUIeKca ©Oakap je Hamao IIUPOKYy MpPUMEHY 3axBajbyjyhu
MHTEPECAaHTHIUM aHTHKAHIIEPCKUM KapaKTEepHUCTHKaMa Koje cy mnpaheHe MamuM HEXEeJbeHUM
nejcruma (72). Omrehewe JIHK koje HacTaje HaKOH M3Tarama KOMIUIEKCUMA OaKpa CIMYHO
je omrehemnma Koja HacTajy IPUMEHOM jelnberba rmiatute (87).

Cge Behu Opoj ucTpaxkuBaukux Tpymna je Qokycupan Ha au3ajH M cuHTe3y Oaxap(ll)—
KOMIUIEKCa KOJH OCTBapyjy HHTEpaKiyje ca OMOMOJEKyJIuMa M HCIoJhaBajy ojapeheHo
dapmakomnomko aejctBo (88-90). [To3Hato je na camuIMIaTH, CMAKEHEM yHale, CMambyjy
PH3HK 0] pa3Boja KosopektaaHor kapiuaoma (91). Onucanu cy anTHHH(DIAMANN]CKHA SPEKTH
u tnocanuuinHe kucenune (92). HemaBHo je omumcana cepuja xomrutekca Oakpa(ll) ca S-
QIKHJT JICPUBATOM THOCAIHIIMIHE KHCEIWHE KOJH IMOKa3yjy IMTOTOKCHYKY aKTHBHOCT Ha
hemujama wmumjer kapumHoma kojioHa (93), xao u OGakpa(Il) ca S,0-terpameHTaTHUM
JepuBaTAMa THOCAIHMIIMIHE KHCEITMHE Kao JUTraHAMMa KOjU Cy TIOKa3add COJHIHY
AQHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT Ha henMjamMa XyMaHOT KOJIOPEKTAJIHOT KapLUUHOMA, KapIMHOMA
JI0jKe ¥ ajieHoKapuuHoma rutyha in vitro (94).
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2. XUIOTE3E "
IUNJbEBU
UCTPAXKUBAHA
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OCHOBHM LIMJb OBOT HCTPKUBAKA j€ KapaKTepu3aldja M MCIUTHBAKEC AHTHUTYMOPCKE
AKTUBHOCTU CHHTETHCAaHHUX OuHyKieapHux kominiekca Oakpa(ll) ca S-uzoankmn nepuBarima
THOCAJIMIIMIIHE KUCEIMHE Ha henujama Tymopa MUIIjer U XyMaHoT mopekia in Vvitro, kao u in
VIVO y XeTepOTOIICKOM MOJIeTy MHUIIIjer KaplIMHOMAa KOJIOHA.

Yy CKiIaly ¢a OCHOBHUM LIUJBEM IIOCTABJbCHU CY cne):[ehn CKCIICPUMCHTAJIHU 3aJ1aln:

1.

2.

YTBpAUTU CTPYKTYpYy CHUHTETHCAaHMX OuHyKieapHuX komiuiekca Oakpa(ll) ca S-
M30aJIKWIT JIEpUBATHMa THOCATTUIIMITHE KHCETHHE

Hcnuratn MHTEpaknujy CHHTETHCAHMX OWHYKIeapHuX Komiuiekca Oakpa(ll) ca S-
n3oankui aepuBatuMa tuocanuiuine kucenune ca JJHK (JIHK tumyca roseuera) u
BSA (xymanum anOyMHHOM cepyma).

Hcnuraty 1IUTOTOKCHYKY aKTUBHOCT OWHYKiIeapHuUx Komruiekca Oakpa(ll) ca S-
W30QJIKWII JIepUBaTHMa THOCAIMIIMIHE KUCEIMHE Ha TYMOPCKUM henujaMa MHUIIjer u
XyMaHOT Mopeka in Vitro.

HcnuTtat TNOTEHLHMjaTHy MPOANOTOTCKY aKTUBHOCT OWHYKJIEapHUX KOMIUIEKca
6akpa(ll) ca S-uzoankun gepuBaTUMa THOCATUIIMIIHE KHCEIIUHE.

Hcnutat  NOTEHUUjadHy  aHTUNPONU(EpaTUBHY  aKTUBHOCT  OHHYKIICApPHUX
komiuiekca 0akpa(ll) ca S-uzoankui nqepruBaTrMa THOCATUIUIIHE KUCEIUHE.
Anamm3upatu edekar OunykineapHux komriekca ©Oakpa(ll) ca S-uzoankun
JiepuBaTHMa THOCAIIMIIMIIHE KUCETHHE Ha henujcku muKiryc Tymopckux henuja.
Hcnutatu edekar OunykieapHux komiuiekca Oakpa(ll) ca S-uzoankun gepuBatuma
THOCAIMLIMIIHE KHUCEIWHE Ha PacT M MPOTPECHjy TyMOpa Yy MOJEIY XETepOTOICKOT
KapIMHOMa KOJOHAa MHUIIa W aHaIW3upaTd Moryhe MeXxaHu3Me aHTUTYMOPCKE
AKTUBHOCTH IN VIVO.

Xumnorese HCTPAKUBAKA:

— bunyxkneapau xommiaekcu 6akpa(ll) ca S-uzoankun aepuBaTHMa THOCATMLUIHE MTOKA3Y]y
3HaYajaH aHTUTYMOPCKH edekat Ha TyMopcke henuje Mutijer u XyMaHor opeksia in vitro.

— bunykneapuun kommiaekcu Oakpa(ll) ca S-uzoankwin gepuBaTMMa THOCAIMLMIHE
yCIIOpaBajy pacT ¥ MPOrpecHjy MHILjer KapIMHOMa KOJIOHA.

12



3. MATEPHJAJI U
METO/IE
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3.1. Marepujaan u mepema

Pearencu cy xomepiyjamHo 100ujeHr U KopuliheHn aajbe 0e3 npeunmhaBama. EnementapHe
anaimmsze cy pahene na Vario Ill CHNOS Elemental Analyzer, Elemental Analysensysteme
GmbH. 3a wundpaupsenn crnekrap kopuimhenu cy Perkin-Elmer FTIR 31725-X
cnekrpoporomerap u KBr (kammjym-OpomMun) TexHuKa TmeneTa. MarHeTHa Mepema
CHHTETHCAaHUX KOMIUIeKca u3BeneHa cy Ha 294 K EpancoBom meTosiom npumenom MSB-MK1
Bare (Sherwood Scientifc Ltd.) ca Hg[Co(SCN)4] (xuBa (II)-terparuorujanatokodantar (1))
Kao KanuOpaHT; JWjaMarHeTHEe KOpeKluje cy wu3pauyHare U3 [lackajgoBUX KOHCTaHTH.
Bpennoctu MonapHe npoBosbuBocTH cBUX Komiuiekca y DMSO (dimethyl sulfoxide) mepene
y koHuenTpammju ox 10° M 6ure cy y oncery 8-17 S-cm2-mol™, mro ykasyje na cy ce cBu
KOMIUIEKCH MOHAIamm kao Heenekrponutu. 9.8 GHz EPR cnekTpa cHuMIbeHU ¢y Ha cCOOHO]
temmnepatypu Ha Bruker Elexsys Il 540 EPR cnekrpodoromerpy moj cienehum ycimoBuma:
MuKpoTtanacHa cHara 6.325 mW, ammutyau moxynanuje 5 G, GppekBeHIIM MOAYyJIAIHje O]
100 kHz, u Bpemeny xouBep3uje ox 240 ms. Vzopuu (30 wr 0.5 mM BojeHOr pacTBopa y
JIejOHr30BaHoj Boau oa 18 MQ) Owim cy yBydeHH y HempoirycHe Tedioncke meBu (Zeus
industries, Raritan, NJ). Cnekrtpu cy CHUMJbEHH W aHajdu3upanu mnomohy Bruker Xepr
codTBepa.

3.2. Cunrte3se

3.2.1. OnmTu NOCTYNAaK 32 CHHTE3Y S-U30aJIKHJI
THOCATHIIIIHEX KuceauHa (L1)—(L3)

S-u3o0ankun AepuBaTH THOCAIMIWIIHE KHUCETUHE JOOHjeHM Cy peakiMjoM alIKUJIOBamba
TUOCAJIMIIMIIHE KHCEJMHE OAroBapajyhum H30aIKUiI-XJopuauMa y 0a3HOj CpeIMHU U CMEIn
BOJIa-€TAHOJ Kao pacTBapauy. Y pacTBop noOHujeH pacTBapawmeM (1 mmol) Tnocanuuuine
kucenune y 50,00 mL 30% eranona monaje ce pactBop HaTpujym-xuapokcuaa (2,00 mmol y
5,00 mL ngectunoBane Boae). Onrosapajyhu mzoankuin-xmopua (u3onponui-(L1), nzo0yrui-
(L2), nzoammi-(L3)) (2,00 mmol) ce pactopu y 5,00 mL eraHona U MoCTEeNeHO 07aje y
MaJluM MoplyjamMa y MPETXOAHO MPUIIPEMIbEHY OUCTPY peakuuoHy cMmerry. Tako nobujeHa
peakiMoHa cMelia ocTaBu ce TokoM Hohm Ha 60°C. HakoH Tora pacTBOp ce NIpeHece y
KPUCTAIM3ALMOHY IIOJbY M YNapd Ha BOJEHOM KyMaTWy paid yjAajbaBama eTaHoja. Y
no0ujeHn BojeHHu pacTBop jaoaaje ce (2,00 mM) pacTBop XJIOpPOBOJIOHHYHE KHUCEIUHE YCIIE
yera ce crBapa Oenu Tajor ojroapajyher S-u3oankun nepuBaTa THOCATUIMIHE KUCEITUHE.
Tako noOWjeHn MPOM3BOJ C€ OJBOJU IiehermeM, UCIIEPe BEIIMKOM KOJMYMHOM JECTHIIOBAHE
BOJIC U CyIIM MpPEeKO HOhM Ha BakyyMy. S-M30QJIKHJ JEpUBATH THOCAIHUIIMIIHE KUCEIUHE CY
nobujenun y nmpurocy 85-95 %.

S-m3onponua TuocaaunmiaHa kuceauna (L1): temmepatypa tomssema 117°C, Gemu mpax.
IR (KBr, cm™): 3788, 3699, 3660, 3052, 2979, 2968, 2929, 2866, 2813, 2641, 2554, 1951,
1925, 1677, 1588, 1561, 1461, 1445, 1404, 1381, 1365, 1326, 1310, 1281, 1270, 1257, 1236,
1171, 1150, 1110, 1061, 1052, 1040, 919, 810, 798, 739, 703, 690, 653, 553, 527, 515, 482,
459 (Fig. S1).
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'H NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1,39 (d, 6,6 Hz, 6H), 3,46-3,59 (m, 1H), 7,21-7,29 (m,
1H), 7,41-7,54 (m, 2H), 8,15 (dd, J = 7,8 Hz, J = 1,4 Hz, 1H). 3C NMR (50 MHz, CDCI3, d
ppm): 22,7, 36,8, 125,1, 128,3, 129,1, 132,6, 132,8, 139,8, 170,4.

Pe3ynTaru eneMeHTaHe MUKPOAHAIN3E 32 S-H30MPONUJ THOCATHIIUIHY KHCEJTUHY
M(C10H120,S) = 196,27 g-mol*
C((%) S (%) H (%)
W3pauynato: 61,20 16,34 6,16
Habeno: 60,89 16,70 5,85

S-u300yTHI THOCATMIMIHA KucesmHa (L2): Temneparypa tomsbemal 04°C, 6enu npax.

IR (KBr, cm™): 3067, 2963, 2926, 2869, 2721, 2649, 2560, 1950, 1805, 1679, 1587, 1559,
1463, 1429, 1412, 1383, 1366, 1314, 1290, 1271, 1252, 1168, 1152, 1109, 1060, 1046, 978,
914, 809, 738, 704, 689, 651, 553, 526, 515, 491, 4509.

IH NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 1,11 (d, 6,6 Hz, 6H), 1,90-2,10 (m, 1H), 2,82 (d, 6,8
Hz, 2H), 7,15-7,23 (m, 1H), 7,32-7,36 (m, 1H), 7,44-7,53 (m, 1H), 8,13 (dd, J = 8 Hz, J =
1,6 Hz, 1H). 3C NMR (50 MHz, CDCls, d ppm): 22,5, 27,8, 41,4, 1239, 126,1, 126,6,
132,5, 132,9, 143, 171,2.

PesynTaru ejneMeHTaHEe MUKpPOAHATIH3E 328 S-H300YTHII THOCATUIMIHY KHCEJIMHY
M(C11H140,S) = 210,29g-mol*
C(%) S (%) H (%)
W3pauynaro: 62,83 15,25 6,71
Haheno: 62,48 1553 6,31

S-u3oamua TuocaaunmiHa kuceauna (L3): temneparypa tombema 89°C, Genmu mnpax. IR
(KBr, cm™): 3778, 3661, 3059, 2954, 2923, 2868, 2851, 2650, 2554, 1943, 1808, 1683, 1586,
1561, 1465, 1432, 1412, 1385, 1367, 1350, 1314, 1303, 1284, 1269, 1255, 1170, 1149, 1118,
1061, 1046, 954, 907, 809, 785, 749, 737, 703, 651, 559, 527, 491, 480, 459.

IH NMR (200 MHz, CDCls, d ppm): 0,97 (d, 6,4 Hz, 6H), 1,58-1,71 (m, 2H), 1,74-1,90 (m,
1H), 2,91-2,98 (m, 2H), 7,15-7,23 (m, 1H), 7,33-7,37 (M, 1H), 7,45-7,54 (m, 1H), 8,14 (dd,
J=78Hz J =16 Hz, 1H). 3C NMR (50 MHz, CDCls, d ppm): 22,3, 27,8, 30,3, 37,1,
123,8, 125,8, 126,3, 132,5, 133, 143,1, 171,4.

Pesynratu eneMeHTamIHe MUKpOAHAIIN3E 338 S-M30aMHUJI THOCATHIIUIHY KHCETUHY
M(C12H1602S) = 224,32g-mol*
C(®%) S (%) H (%)
W3pauynato: 64,25 14,29 7,19
Haheno: 63,87 1450 6,98
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3.2.2. [Ipunpema d6akap (I1)-kommiexca ca S-u3omponui
JepHUBATOM THOCAJIMIMNIHEe Kuceanne, [Cuy(S-ipr-

thiosal)s(H20)2]-2H.0 (C1)

PactBopy nobujenom pactBapamem 0,10 g (0,4139 mmol) Gakap(ll)—autpar Tpuxuapara y
10,00 mL gecrunoBane Bojae marano ce gomaje (0,1623 g, 0,8278 mmol) S-uzomponmn
JICpUBAT THOCAJIHMILMIIHE KHcennHe. PeakiimoHa cMmemna ce 3arpeBa Ha BOJACHOM KYINaTHIIY y3
Mmemame 3 cara. TOKOM OBOT' MepHojia y MajluM Ioplrjama ce J0jaje pacTBOp JHUTHjyM-
xunpokcuaa (0,0198 g, 0,8278 mmol y 10,00 mL nectunosane Boze). PactBop je ¢punrpupan
U yIapeH 10 Mmaie 3anpeMuHe. HakoH Tora je W31BOjeH IUIaBO-3€JICHH TAIOT (DUITpAIHjoM,
UCIUpPaH BOJOM M CYIIEH Ha Ba3ayxy. Kpucramu TOroJHU 3a PEHATCHCKY CTPYKTYPHY
aHaU3y JOOMjEHU Cy CIIOPOM KPHCTAIM3AlMjOM M3 MAaTHYHOT BOJEHOT pactBopa. [IpuHoc:
0,3248 g (83,15 %). Monapna nposousHBocT: 8,59 S-cm2-mol?. (294 K) = 1,79 uB.

IR (KBr, cm™): 3789, 3699, 3432, 3054, 2964, 2924, 2865, 2624, 1677, 1615, 1587, 1555,
1510, 1459, 1436, 1402, 1366, 1310, 1282, 1257, 1235, 1167, 1152, 1113, 1065, 1052, 1041,
938, 876, 847, 810,797, 751, 720, 698, 661, 624, 553, 525, 500, 459.

Pesynraru enemenranne mukpoananuse 3a [Cuz(S-ipr-thiosal)s(H20)2]-2H20,
M(Cu2CaoHs2012S4) = 980,16 g-mol™
C(%) S(%) H (%)
W3pauynato: 49,01 13,09 5,35
Haheno: 49,33 13,34 5,19

3.2.3. [Ipunpema o6akap (I1)—-kommiiekca ca S-n300yTHI

AE€PUBATOM THOCAJIUIIHIHE KuceanHe, [Cuz(S-ibu-
thiosal)s(H20):] (C2)

PactBopy mobujeHom pactBapamem 0,10 g (0,4139 mmol) Gakap(ll)-autpar Tpuxuapara y
10,00 mL mectunoBane Boje narano ce aoaaje (0,1739 g, 0,8278 mmol) S-u300yTun nepuBat
THOCAJIMIIMIIHE KHCENMnHe. PeakiimoHa cMerira ce 3arpeBa Ha BOJICHOM KyMaTHIy y3 Melame 3
cara. TokoM OBOr mepuoja y MaJidM TOpIHjaMa Ce J0Jaje pacTBOp JUTH]yM-XUAPOKCHIA
(0,0198 g, 0,8278 mmol y 10,00 mL mectunoBane Boje). PacTBop je dunarpupan u ymapeH a0
MaJjie 3arnpeMuHe. HakoH Tora je W3JBOjEH MOJIPO3EJICHU Tayor (GHUITpAIMjoM, HCIHUPaH
BOJIOM W CymieH Ha Baszayxy. IIpumuoc: 0,3311 g (79,99 %). Monapua npoBoassrBocT 9,9
S-cm2-mol™?. n(294 K) = 1,81 uB.

IR (KBr, cm-1): 3778, 3444, 3060, 2954, 2925, 2868, 2650, 2196, 1684, 1606, 1561, 1465,
1434, 1400, 1367, 1314, 1282, 1269, 1255, 1197, 1168, 1150, 1114, 1062, 1046, 956, 917,
847, 809, 786, 740, 721, 696, 652, 625, 556, 539, 526, 515.
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Pesynratu enemenTanne mukpoananuse 3a [Cuz(S-ibu thiosal)s(H20)2],
M(Cu2CasHs6010S4) = 1000,26 g-mol*
C(%) S(%) H (%)
W3pauynato: 52,83 12,82 5,64
Haheno: 52,57 13,01 5,33

3.2.4. lIpunpema 6akap (I1)-xommiiexca ca S-u3o0aMuJI

JepUBATOM THOCAJIMIMIHEe Kuceanne, [Cuy(S-iam-
thiosal)4(H20):] (C3)

PactBopy mobujenom pactBapamem 0,10 g (0,4139 mmol) Gakap(ll)-autpar Tpuxuapara y
10,00 mL nmectunoBane Boje snarano ce aoaaje (0,1855 g, 0,8278 mmol) S-uzoamun nepusat
THOCAIMIIMIIHE KHCEIMHE. PeakimoHa cMeria ce 3arpesa Ha BOJCHOM KyMaTUIy y3 MeIlame 3
cara. TokoM OBOr mepuoja y MaJiuM TOpIHjaMa CE J0Jaje PacTBOp JHUTH)yM-XUAPOKCHIA
(0,0198 g, 0,8278 mmol y 10,00 mL mectunoBane Boje). PacTBop je dunrpupan u ynapeH a0
MaJie 3anpeMuHe. HakoH Tora je W37BOjeH MOJPO3EICHU TaJIor (UiITpaimjoM, HCIUpPaH
BOJIOM M cyllieH Ha Ba3ayxy. IIpunoc: 0,3569 g (81,62 %). MonapHa npoBosbuBocT 16,92
S-cm2-mol™. u(294 K) = 1,85uB.

IR (KBr, cm™): 3790, 3433, 3054, 2956, 2926, 2868, 2184, 1593, 1550, 1462, 1436, 1401,
1385, 1281, 1258, 1239, 1157, 1112, 1062, 1044, 957, 846, 805, 786, 743, 717, 695, 657, 616,
603, 551, 526, 513, 499.

Pesynraru enemenrtantne Mukpoananuse 3a [Cuz(S-iamthiosal)s(H20)2],
M(Cu2CagHe4010S4) = 1056,37 g-mol*
C(%) S(%) H (%)
W3pauynato: 54,58 12,40 6,11
Habeno: 54,73 12,14 6,33

3.3. Penarencka kpucrajgorpaguja MOHOKpPHUCTAJIA

Kpucranu komruiekca Oakpa(ll) ca S-uzompomnui gepuBaToM THOCAIUIMIHE KUCETHHE
JN00HMjeH je CHOpOM KpHUCTaJIM3allMjoM M3 MaTHYHOI BOJEHOT pacTBopa. Ha Taj HaumH
U3/IBOjeHH Cy IUIaBO-3eJeHd Kkpucramd komiiekca [Cuz(S-ipr-thiosal)s(H20)2]-2H20, CI.
OCHOBHM KpHCTaJOrpa)CKH TMOJAIM W TMOJAll y BE3M Ca PEIIaBakbeM U yTaumhaBambeM
cTpykType 3a komiuieke Oakap(ll) ca S-uzonpomnun nepuBarom THocanmummwiae kuceiaune Cl
npukazanu cy y TtabGemu 1. Ilpukympame mnogartaka je oOaBibeHO Ha SuperNova
mudpakromerpy Rigaku OD ompemibenom ca Atlas2 CCD aerextopom. CrysAlisPro je
KopuitheH 3a NpUKyIUbamke IMoJaTaka W Takohe 3a mnpeunmrhaBame henuja, cmameme
nojataka u Kopekuujy ancoprnuje (95). Ctpykrypa je permrena nomohy SHELXT u Fourier
cuHTe3a je ypahena ynotpedom SHELXL u umminementupana y nporpamckom makery WinGX.
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AHU30TPOIICKU TUCIIOKAIMjCKU TapaMeTpu Cy MpodyuitheHH 3a CBE HE-BOJOHUYHE jOHE.
VIJbeHUKOM BE3aHM BOJOHMKOBH AaTOMHU CYy IIOCTaBJbEHH Yy IpoOpadyHare MoJoXaje Hu
npeuynnthenu Ha poautesbckuM C aromuMa. H aTomMu Monekyna Bojie yKJby4eHH Y BOJOHUYHE
Be3e cy mpoHahene y Doypuep-oBOj Mamu pasiuKa W IMPEUU3UPAaHH MOJEIOM jaxamba.
['eomerpujcka ananmu3a u3BpiieHa ynotpedom SHELXL. DIAMOND (99) je kopumihen 3a
MOJIeKyJIapHy Tpaduky.

Ta6ena 1. Caxxerak mojataka o Kpucrainuma u npeunirhaBamy cTpykrype 3a Cl.

Cl1
Emmupujcka ¢popmyna Ca0H52Cu2012S4
dopmya mace 980.13
T [K] 95(2)
M A] 1.54184
Kpucranau cacra TPUKIMHCKU
IIpocropna rpyna P-1
Jnmensuje jemuanune hemmje[A, °] a=9.5846(2) « =85.1550(10)

b=10.695(2) R =87.6090(10)
¢ =11.4601(2) y = 69.977(2)

Bonymen [A%)] 1099.12(4)

3; rycroha (u3pauynara) [g.cm-3] 1;,1.481

Koehunujent ancoprmuje [mm] 3.466

F(000) 510

O6nuk kpucrana, 00ja MpU3Ma, CBETJIO TUIaBa
Benuunna kpucrana [mm?] 0.103x0.078x0.039

O PacnoH 3a mpuUKyIJbamke moaaraka [°] 3.871-74.545

Pacnion unaekca -11<h<11,-13<k <13,-14<1<14
Pedunekcuja ckynibeHa / He3aBUCHA 30364 /4448 [R(int) = 0.0259]
[Tonauum / orpanuyera / mapameTpu 4448 /0 /262
Goodness-of-fit on F? 1.058

Konaunu R unnexcu [| > 20(1)] R1=0. 0303, wR2 = 0. 0765
R mnmekcu (cBu moarm) R1= 0. 0330, wR2=0.0795
Hajseha pasznuka usmely Bpxa u pymne 1.122 u -0.614
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3.4. UcnutuBame HHTepakumja komiuiekca ca JJHK
ancopNnImuuOHOM METOA0M

Y by oapehuBama jaunHe HMHTepaknuje komruiekca ca moiekyiom JIHK, oapehena je
WHTPU3HUYHA KOHCTAHTa Be3WBama, Kb, amncopmiMoHOM CHEKTPOCKOIICKOM aHaTU30M
pacTBopa KOjH CaJpKM KOHCTAaHTHY KOHIEHTpamnujy komiuiekca (10 pM) u pazmuuuty
koHneHTpanujy JJHK (0-50 puM). Amncopmiuja je mepena y omcery usmehy 200 - 500 nm.
[Tydepcku pactsop (0,01 M PBS, pH = 7,2) xopumiheH je kao MeujyM P OBUM MEpEHUMa.
Bpennocr 3a koncranty BesuBama (Kb) onpehena je mpumernom Bond-Illumepose jeqnaunne

(2):
[AHK]/(ea — &) = [AHK]/(eb — &) + L/[Ko(ev— &1)] (1)

y k0joj je [AHK] xonuentpanuja JJHK, €a ekcTHHKIMOHU KOEDUIIUjEHT KOMILJIEKCA IIPU aTO)]
JAHK xoHLIeHTpauju, &f ¥ € Cy eKCTHHKIIMOHH KOS(PUIIM]EHTH CaMO KOMIUIEKCA U KOMITJIEKCa
kaza je kommietHo Be3ad 3a JIHK. Onnoc [IHK(ga-€f)) u [[IHK] je nuneapan, rae 1/(gf- &b)
u 1/[Ko(ep-€f)] mpencrarpajy Harubd u oncedak. Bpemnoct 3a Kp m3padyHaBa ce u3 omHOCa
Haruba u oJiceyka.

3.5. UcnutuBame uHTepakumja komiuiekca ca JJHK
(p1ryopuMeTpHjCKOM METOA0OM

WNurepakumje xomriekca ca JIHK wucnutuBane cy u mnpumeHoM  (UIyOpeclieHTHE
CHEKTPOCKONHje y NMpUCYCTBY eTuaujyM Oopomuzaa (EB) na 6u ce yTBpawio na au KOMIUIEKC
Mmoske n1a 3ameHu EB u3 werosor IHK-EB xommiiekca. Kommiieke IHK-EB je npunpemibex
memamem 10 uM EB u 10 uM JIHK y 0,01 M pactBopy PBS nydepa. Ucnurusana je
npoMeHa uHTeH3uTeTa (GayopecueHTHOr emucuoHor crnekrpa JIHK-EB kommiekca ca
JoJaTKoM pacTyhux KOHIeHTpauuja Komiuiekca. MHTeH3uTeT (iayopecleHluje je MepeH Ha
TaJacHO] Iy >KHMHU eKciuTaiuje oa 527 nm, a iyopeciieHTHEe eMucrje Ha 612 nm, y oricery
tanacHe gyxuHe og 550 go 750 nm.

JloOujenu cnekTpajiHu nojany aHanusupanu cy npuMeHom CrepH-Bonmepose jeqnaunne (2)
y k0joj cy lo u | uHTE3uTeTH emucHje y OJCYCTBY M Yy MpHUCYCTBY Komiuiekca, [Q] je
KOHIIEHTpaluja koMiiekca, a Ksy je xkoHcTaHTa cMamema (,,ramema’’) (iayopecueHuuje.
Bpennoct 3a Ksv u3padyHaBa ce u3 ogHoca Haruba u ojceuka jguHeapHe 3aBucHoctH lo/l y

omHocy Ha [Q].

lo/l =1+K&[Q] (2)

3.6. HcnuTuBame uHTepakiuja komimiexkca ca JIHK
MEPE€HLEM BUCKO3HOCTH
[Ipomena Bucko3utera JIHK pactBOpa mepena je y mpucycTBy pacTyhe KOHIEHTpaimje

xomrekca. [Togary cy npeacraBibeHn kao (/mo)* y onHocy Ha 1, rae je n Buckosurer JJHK
pacTBopa y MpUCYCTBY Komruiekca, a n0 Bucko3urer camo JIHK pactBopa y mydepy (PBS).
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Bpennoctn BUCKO3HWTETa M3padyHaTe Cy MEPEHEM BpEMEHa 3a KOje pacTBOp KOjU CaApKH
JHK mportekHe kpo3 kamwiapy (t), KOpUTOBaHO Ca BPEMEHOM IIPOTOKa camMo Iydepckor
pactBopa (to), N = (t-to)/to. CBaku y30pak je aHaIM3MpaH TPH MyTa U M3padyHaTa je Cpeima
BPETHOCT BPEMEHA MPOTOKA.

3.7. HcnuTuBamke HHTEepaKIMja KoMILiekca ca BSA
(ryopuMeTpPHjCKOM METOA0M

@dnyopeciieHIja MpoTenHa je mocieaniia npupoauux pmayopodopa kao mro cy tpunroda,
tupo3uH u (enmnananuH. [Ipomene ¢uyopecnennmje BSA kopummhene cy 3a u3yuyaBame
untepakiuje ca Cu(ll) xommnexcuma C1-C3. ExcnepumeHTH ramema (iayopecieHIje
tpunrodana cy crnposeneHu kopumhemem 2 UM BSA y PBS mydepy. [Ipaheno je rameme
WHTEH3UTETa emucuje ocraraka BSA Tpunrodana na 363 nm y mnpucyctBy pactyhux
koHientparuja kommiekca C1-C3 (0-20 uM). EMUCHOHU CHEKTPU Cy CHUMJBEHH Yy OIICETY
300-500 nm ca ekcuurauujoMm Ha 295 nm. Oncer excuuTanuje u emucuje 6w cy 10 nm.
Jobujenn pesyntatu cy aHanusupu mpuMmeHoM CrepH-BommepoBe jemnaumbae (2) a
KOHCTaHTa ramema (ruyopecuenuuje (Ksv) mspauynara je u3 Haruba rpaduka JIHHEapHE
3asucHoctH 10/ y ogHocy Ha [Q].

3.8. heaujcke Kyarype

VY uctpaxuBamuMa cy KopuinheHe henujcke nuHHMje Muljer kapuuHoma kojoHa CT26
(American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CRL-2638), nobujene u3
KapUuHOMa KoJIoHa wuHAyKkoBaHor koa BALB/C wmuma npumeHom N-HHTpo30-N-
Metuiyperana; muijer Lewis kaprunoma miyha LLC1(American Type Culture Collection,
Manassas, ATCC VA, USA, CRL CRL-1642), nooujenor u3 mayha C57BL/6 muma kome je
uMIUTaHTUpan Lewis kapunHoma; xymaHor kapiuHoma miyha A549 (American Type Culture
Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-185) u xymMaHOT KOJOPEKTATHOT KapluHOMA
HCT116 (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-247) u
SW480 (American Type Culture Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-228).
Kopumrhena je u muanja HopManHux Xymanux ¢puodpodiaacta MRC-5 (American Type Culture
Collection, Manassas, ATCC VA, USA, CCL-171). Cge henuje cy rajeHe y KOMILICTHOM
DMEM wmeaujymy (enrn. Dulbecco’s Modified Eagles Medium) ca 10% derannor teneher
cepyma (FBS, enrn. Fetal Bovine Serum), 2 mmol/l L-rnyramuna (enrn. L-glutamine), 100
U/mL nenunununa, 100 pg/mL crpentomunmaa u 1 mmol/l MemaHux HeeceHIMjaTHUX
amuHokucenuHa (Sigma Aldrich, Munich, Germany), y acenTu4HuM yciioBUMa y HHKy0aTopy
Ha 37°C ca 5% COa.

Hemnocpenno npe ekcnepumenata, cyokondmyentHe hemuje (~85% ), y moraputamckoj dazu
pacra, oiBajHE Cy ca JHa (racka KpaTKOTpajHUM TpeTupameM pactBopoM 0,25% Tpurcuna y
Tpajaky on | muHyTa. Renmje cy 3aTuM OmpaHe y KOMIUIETHOM MEIHjyMy, a 3aTHM
neHtpudyrupane Ha 125 x g 10 munyra. Bujabunnoct henuja je onpehuBana Gojemem
Tpunan miaaBuM. Camo oHa henujcka cycneH3uja Koja caapxku Buiie oa 95% BujaOUITHUX
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henuja xopumhena je y ekciepumentuma. LLC1 henuje xoje cy cnabo anxepeHTHe, 0/1BajaHe
cy ca nHa (iacka 6e3 yrnorpede TpuIcHHa.

3.9. MTT Ttect

hennjcke cycnensuje, 100MjeHe Ha IPETXOIHO OMMCAH HAa4WH, ryctuHe 3 X 10% hemmja/ml,
CHITaHEe Ce Y MUKPOTHTap Ijio4e ca 96 OyHapa y 3anpemunu o 100 pl. Hakon nuky0Oarnuje ox
24 vaca y cTaHIapJHIM YCIIOBHMa, MEIIUjyM j€ OJUIMBEH, a henuje cy u3iiarane KOMIICKCHMA
0akpa, y KOHIIEHTpalujckoM pacriony ox 7.8 uM go 1000 uM y BpeMeHCKOM Tiepuoay of 72
cara. Kao koHTpoJsiHa cyricTaHma KopuiheHa je MUCIUIaThHA y UCTUM Jo3ama. [1o ucreky 72
cara TpeTupama henuja cyrncrtaHIoM, TEYHOCT U3 CBUX OyHapa je O/UIMBEHAa U y CBaKd OyHap
je momato mo 100 pl meaujyma ca 20% MTT pactBopa (5 mg/ml y PBS-y). Ilnoue cy
WHKyOHpaHe HapeaHa 4 Jaca y cTaHAapAHUM ycioBuMa. [1o MCTeKy WHKyOanuje MeanjyM je
OJUTMBEH U Y CBaku OTBOP je cumnano mo 150 ul DMSO-a (Sigma Aldrich, Munich, Germany) u
20 pl rmunuackor nydepa (pH 10,5). Onruuka ryctuHa oapeleHa je Ha TaacHOj JTy>KUHH OJT
595 nm, na mammau Microplate multimode detector Zenyth 3100.

Bwujabunnoct henuja je m3pagynara momohy dopmyie 3:
% Bujadbunaux hemuja = (E-B)/(K-b) x 100 (3)

E-henunje Tperupane wucnuTHBaHOM cyIncTaHuoMm (amcop6anna); b-xoHTpona-6meHk
(acop6anma); K- nerperupane henuje (arcopbaniia).

BujabunHoct henuja npuiankoM TpeTMaHa j€ UCOUTHBAHA Y TPUILIMKATY U y TPU HE3aBUCHA
€KCIIEPUMEHTA.

3.10. KBAHUTHUTATHBHO UCIIMTHBAE ANONTOTCKE CMPTH

VY excnoHeHuujanHoj ¢as3u pacra henuje cy npecejane y HoBe (iaackoBe. Kana cy hemuje
nocturiie kKoHduyentHoct 70%, MenujyM je 3aMEHmeH CBEXKHM MEIUJyMOM ca J0JaTKOM
KoMIUTeKca Oakpa y konneHTpanuju 50 uM. Konrponne henuje HUCY U3naraHe KOMIUIEKCHMa
WIN IUCIUTATHHU, CaMO je MEIHjyM 3aMCHEH CBEXKUM KOMIUIETHHM Meaujymom. Hakon 24
cara U3J0XKeHOCTH, henmuje cy onpaHe 2 myTa y KOMILIETHOM MEIUjyMy M PeCyCIIeHJI0BaHEe y
nydepy koju omoryhasa BesuBame Annexin-a V (10X mydep: 0.1 M HEPES, pH 7.4; 1.4 M
NaCl; 25 mM CaClz) no rycrune 1.000.000 henuja/ml. Y 100 pl TakBe cycrieH3uje 10AaTO je
no 5 ul Annexin-a V-FITC (BD Pharmingen, San Diego, California, USA) u 5 ul PI (PI, enrm.
propidium iodide) kounenTpanuje 50 pg/ml PBS-a. ITocne ucreka 15 MuHyTa MHKyOaIuje Ha
CcOOHOJ TeMIepaTypH y MpaKy, y cBaku y3opak je pomato mo 400 ul 1X mydepa 3a Be3uBame.
Amnanmsupasno je 20000 norahaja na FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose,
USA), a momaru cy oopahenn y FlowJo mporpamy (Tree Star). Cmarpa ce na cy Annexin V (-)
Pl (-) henuje sxuBe, Annexin V (+) Pl (-) henuje cy y panum ¢aszama amonrose, Annexin V (+)
PI (+) cy y kacHuM (pazama anontose, a Annexin V (-) PI (+) cy Hekporuune hemnuje.
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3.11. Ananu3a hejanjckor uuKiyca

3a a”HaM3y MPOIEHTyaJlHE 3acTYIUbCHOCTH WCIHUTHBAaHUX henuja y onpehenoj daszum
henujckor nukinyca kopuuthen je Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain xur (Thermo Fisher
Scientific, Inc. USA). henuje cy nakon nmoctusama 70-80% koHdayeHTHOCTH y (1aCKOBHMA
TpeTUpaHe KOMIUIEKCOM Oakpa WM IUCIJIATUHOM Kao KOHTPOJIHOM CYICTAHIIOM Yy
KOHIIeHTpanjama ox 50 uM y mepuomy ox 24 daca y cranmapaHuM ycioBuma. Kao
KoHTponHe henuje kopuimmheHn cy (QIacKOBH y KOjUMa je MEAWUjyM 3aMEHEH CBEXHUM
MEIMjyMOM Yy HCTO BpeMe KaJl Cy ocTaiuM (IacKoBUMa IOJATH KOMIUIEKCH OJHOCHO
nucruiatiHa. Hakon ucteka nnkyoanumje, henmje cy onpane y KOMIieTHoM Meaujymy u'y 0,5
ml hemujcke cycrnensuje momato je 1 Ul Vybrant® DyeCycle™ Ruby stain 60je, 3atum cy
y3opuu uHKyOupanu 30 MuHyTa Ha Temmeparypu on 37°C, y Mpaky, W aHaJIH3HpaHEe
kopuithemem mporouror nutomerpa FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San
Jose, USA), a moxaiu cy oopaljenu y FlowJo nporpamy (Tree Star). Caku y3opak je pahen y
TPUILIHKATY.

3.12. Ananusa ekcnpecuje Ki-67 Mmosiexyjia npoTouHOM
HUTOMETPHUjOM

HakoH wHKyOanmoHor mepuoma o 24 cata y MPHCYCTBY HCIUTHBAHHX jEAHMIEHA,
[UCIUIATUHE WIK YUCTOT Menujyma (KoHTpona), henmje cy onpane xiaagaum PBS-oMm, a 3aTum
bukcupane u nepmeabuiancane kopuimhemem Fixation and Permeabilization Kit-a (BD
Biosciences). Hakon Tora henuje cy cy mHKyOupaHe ca MpUMapHUM aHTHTEIIOM OOEIeKESHUM
¢dayopoxpomom (FITC), 20 munyta Ha Temmneparypu o 4°C. Hakon tora henuje cy onpane y
BD Perm/Wash™ Buffer-y (BD Biosciences), nieatpudyrupane u pecycrnenaoane y 250 ul
nydepa 3a 0ojeme U aHanu3upaHe Ha npotouHoMm uromerpy FACSCalibur (BD Biosciences,
San Jose, USA). Ilopamu cy anamusupanu nomohy FlowJo nporpama (Tree Star). Cpaku
y30pax je pal)eH y TpUILTUKaTy.

3.13. MeToae 32 HCIUTUBAK€ AHTUTYMOPCKE AKTUBHOCTH
KOMILJIeKca in Vivo

3.13.1. EkcnepuMeHTaJIHE J)KUBOTHHHE

UctpaxuBamwa cy crpoBeneHa mumeBuMma yuctor coja BALB/C crapoctu ox 8 mo 12
Henesba. Y HMCIUTHBAKA Cy YKJbYYEHE XKHBOTHI-E yCKial)eHe cTapocTH M TelecHe mace.
MuiieBu cy oxarajanu y BuBapujymy lleHTpa 3a MOJNEKYJICKY MEIMIIMHY U HCTPaKHBambha
matnyHux henmja, dakynrera mMeauuuHCKHX Hayka y KparyjeBiy. JXKuBotume cy dyBaHe
npemMa MpornHCcaHUM Y3TOJHUM yclioBuMa (xpaHa u Boja 3a muhe ad libitum, 12 gacoBuHu
JTHEBHU pHUTaM cBetria). CHpoBeNeHO HCTpakuBame oJ00pmia je Ernuka kommcuja 3a
eKCIIepUMEHTANTHE KUBOTHIbe DaKkyaTeTa MEIUIIMHCKUX Hayka YHuBep3uteTa y Kparyjesity
0poj 01-8665 ox 17.07.2017. roqune.
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3.13.2. EcnepuMeHTAJHH MOJeJ KAPIMHOMA KOJIOHA

XeTepoTOICKH MOJieN KapIIMHOMA KOJIOHA MHIYKOBaH je cyOKkyTaHoMm mpuMeHoM 1x10°8 CT26
henuja y 50 pl DMEM-a y nop3anny perujy muma. O TpUHAECTOT JaHa HAKOH arlTuKaIuje
TyMOpCKHX henuja mumieBu cy npumanu komiuiekc Oakpa (II) ca S-mzoamun mepuBarom
THOCAJIMITMIIHE KHUCEIIMHE, Ka0 KOHTPOJIHA CYyNCTaHIla KopuinheHa je mucruiaThuHa, a Tpeha
rpyna MUIIeBa TPETUTPaHa je caMo (PHU3UOJIOMKUM pacTBopoM. CycnTaHIle Cy NpuMemhUBaHe
UHTpanepuToHeanHo y no3u ox 5 mg/kg, pecycnenmoBanoBano y 100 pl d¢usuosomnkor
pactBopa (0,9% NaCl), Tpu nmyta HeAesbHO y TOKY JBe Henesbe. CBaka rpyma Opojuna je 10
MuIeBa. MUIIEBH Cy )KPTBOBaHM 24 JaHA HAKOH aIUIHKAIlMje TYMOpPCKUX henmja.

Pact nmpumapHor Tymopa npaheH je cBaka TpH JlaHa, pErHCTPOBAKBEM MAMA0OWIHOT TyMOpa, a
EroBa Belqn4yrHa ojpehuBaHa je kopuinhemeM HOHHMYycCa. 3alpeMuHa TyMOpa je u3padyHaBa
no ¢popmynu 4:

L (najpehu npeynuk) x W? (HajMamU IPEYHHUK)
2

V(mm)3 =

(4)

Xucmonamoiowxa anaiu3a memacmasa

MumieBn cy KpTBOBaHM 24. JaHa €KCIIEPUMEHTAa LIEPBUKAJIHOM JHUCIOKalujoM 3a
XHMCTOIATOJIONIKY aHAIN3y KOpHIIheHU cy MpuMapHU TyMop, Iutyha u jerpa.

3.13.3. U3paja naToXuCTOJOMIKHUX Mpenapara u
Bepudukanmja 0poja v BeJIMIUHE METACTATCKUX
KOJIOHHja

Henocpenno HakoH exkcTtupmaiuje, TkuBa jerpe u miuyha cy ¢ukcupana y 10% pactBopy
dopmanaexuna Ha coOHO] Temmeparypu. Bomymen ¢ukcaruBa je 6uo 10 myra Behm of
BoiyMeHa TkuBa. OOpaheHO TKHMBO je yKanmymsbeHO Yy mapaduHCKe OJoKoBe W Tomohy
MHUKpPOTOMa Cy HCEYEHH pe30BU JebsbuHe 5 pm. JloOujeHn napadmHCKH HCeUlld Cy
nermapaQUHUCAHN 3arpeBabeM M IMOTalamkeM y KCHJION, a 3aTUM M aJKOXOJI orajajyhmx
KOHIIEHTpallMja, peXuApaTHCaHu Cy U 000jeHN XeMaTOKCWIMH e03uHOM. [locie 6ojema TKUBO
j€ IMeXuapaTHCaHO U MPOCBET/HEHO Yy KCHIIONY. 3a TMpoIllec AeXuapaTaiyje yrnoTrpedspeHe cy
pactyhe koHueHTpaumje ankoxosa. [Ipemapatu cy aHadM3UpaHUd TMOJ CBETIOCHUM
mukpockoriom (BX51, Olympus, Japan). MeracraTtcke KoJoOHHje cy Bepu(dUKOBaHE Y
wiyhuma u jetpu BALB/C mumeBa. OapehuBan je mpoceyan Opoj MeTacraza MO y TKUBY
jeTpe u TKUBY TuTyha cBakor Muima.
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3.13.4. Anaian3a ekcrnpecuje reHa y TKUBY NIPUMAapPHOT
TYMOpPa MeTOJI0M KBAHTUTATHBHE JIAHYAHE PeaKuuje
noJjimMepase y peajiHoM BpeMeHy

3a m3onanmjy ykynHe PHK u3 ncedaka TKMBa MpUMapHOT TyMopa KOpHIINEH je Tpu30Jl
peareuc (eurn. TRIReagent® Solution, AppliedBiosystems, Fostercity, CA, USA). Tkuso je
MEXaHUYKH XOMOTeHH30BaHO y 1 Ml Tpu3ona kopuinhemeM pydHOr XOMOIeHH3aropa, a
notoM neHtpudyrupano 10 muayra Ha 12000 rpm na 4°C. V cynepnatanT je gomaro 100 ul
opomxiopriponiana (SigmaAldrich, Germany) HakoH dYera cy y30piHM BOPTEKCOBaHH W
UHKyOupanu 15 MuHyTa Ha COOHO] TeMIepaTypH, a 3aTuM HeHTpudyrupanu 20 MUHYTa Ha
12000 rpm na 4°C. HakoH neHTpudyrupama, Topmha BoJcHa (Ppakiuja y K0joj ce Halla3h
PHK, je nmaxsbuBo mpebaueHa y HOBe emnpysere y koje je momaro u 500 pl pacxmahenor
W30MPOIIIT alTKOX0Ja. Y30pIH Cy 01aro BOPTEKCOBaHM, HMHKYyOupanu 15 mMuHyTa Ha COOHO]
TEeMIepaTypu U 3atuM HeHTpudyrupanu 8 munyra Ha 12000 rpm na 4°C. Ilocie omivBama
CyliepHaTaHTa Tajor y kojem ce Hanmazu PHK je ompan aBa myTta y Tpajamy ox 5 MUHYTa Ha
7500 x g y 1 ml 70% eranona u cymieH 10 ucmapaBama LEIOKYIMHOr eraHona. OcylieHu
TaJIOT je pacTBOpPEH Y BOJAM Koja He caapku Hykieaze (enry. Nuclease free water, Applied
Biosystems).

Hakon u3onamnuje, ypahena je pesepsna tpanckpurniuja u3onoBane PHK kopumnihemem kuta
High Capacityc DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, FosterCity, California,
USA). Ecknpecuja reHa MepeHa jeé METOJIOM JIaHYaHE MOJUMEPH3allUje Y PeaTHOM BPEMEHY
(eurn. Quantitative Real Time-PCR, qRT-PCR) kopumthemem kuta Luminaris Color HiGreen
gPCR Master Mix (Thermo Scientific™). 3a peakiujy (RT-PCR kopumihen je amapar
Mastercycler® eprealplex (Eppendorf, Hamburg, Germany). Kopumihenn mpajmepu
HaBezieHu cy y Tabemnu 2.

Ta6ena 2. [Ipajmepu kopuithenu y ekciepuMeHTHMa.

Sense (5’ to 3°) Antisense (5’ to 3°)

Mouse Bax ACACCTGAGCTGACCTTG AGCCCATGATGGTTCTGATC
Mouse Caspase-3 AAATTCAAGGGACGGGTCAT ATTGACACAATACACGGGATCTGT
Mouse Cyclin D3 CCGTGATTGCGCACGACTTC TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG

Mouse Nanog AAGCAGAAGATGCGGACTGT GTGCTGAGCCCTTCTGAATC
Mouse C-Myc CGGACACACAACGTCTTGGAA AGGATGTAGGCGGTGGCTTTT

Mouse Oct4 CAAGGCAAGGGAGGTAGACA ATGAGTGACAGACAGGCCAG

Mouse Sox2 AAAGGGTTCTTGCTGGGTTT AGACCACGAAAACGGTCTTG
Mouse ICAM-1 CAATTTCTCATGCCGCACAG AGCTGGAAGATCGAAAGTCCG
Mouse VCAM-1 TGAACCCAAACAGAGGCAGAGT GGTATCCCATCACTTGAGCAGG

Mouse TNF-a CCACATCTCCCTCCAGAAAA AGGGTCTGGGCCATAGAACT
Mouse IL-1p TCTTTGAAGTTGACGGACCC TGAGTGATACTGCCTGCCTG
Mouse GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
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4. PE3YJITATHU
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4.1. Cure3a U XeMHjCKa KapaKTepUu3anuja

S-m3oankun (R = mzonponmi-(L1), uzo6yrun-(L2), nzoamun-(L3)) nepuBaTe THOCATHIIUIHE
KHCEJIMHE MPUIPEMJBEHH Cy METOJOM alIKWIOBamka THOCAIHMIMIHE KHCEIMHE MoMohy
0roBapajyhnx u30aaKuiI-xJaopuaa y ajkaaiHoM pactBopy Boga-eranou (Illema 1).

) )
( OH 0 ONa O OH
SH S
S
~N ~N
R R
C HOH "
t RCl + 2NOH i ———
H.0

R = uzonpomnwi-(L1), u306ytuin-(L2), nzoamui-(L3)
Illema 1. Meroaa cuHTe3e S-U30ATKHII AEPUBATA THOCATUIIMITHE KHCEIHHE.

Onrosapajyhu komrutekcu Oakpa(Il) [Cuz(S-R-thiosal)s(H20)2] cy moOujeHH aupekTHOM
peakimjom Cu(NOz)2 ca S-u3o0ankui JeprBaTHMa THOCATUIMIHE KHCEIHUHE Y MOJICKOM
onHocy 1:2 y3 mojmaTak €KBHMOJIApHE KOJIMYMHE BOJCHOT PACTBOpA JIUTH]YM-XUAPOKHCHIA
(Illema 2).

“\Q Q\/“

S ()\ /K /“
\R + ( U‘\“;’f LIOH  — 0 | e —

—_— 1.0

L)

R = uzonponuin-(Cl), uzodyrun-(C2), uzoamui-(C3)

Ilema 2. Cunre3a komiuiekca Oakap(ll) ca S-m3o0ankmn nepuBaTiMa THOCATHIIAITHE
KHUCEJIMHE.

3a cHuMamwe uHOpalupBeHUX crekTapa kopuurheHa je TexHuka KBr mumyne. Ha ocHoBy
pesynrara uH(palpBeHe COEKTPOCKOIUje nmpoTBpheHo je dopmupame komriuiekca Oaxpa(ll)
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ca S-M30anKui AepuBaTUMa THOCATUIMIHE KucenuHe. Y Tabenu 3 pare cy HajBakKHHU]E Tpake
y wuHQpaUpBEHHM CICKTpUMa H30JI0BaHMX OugentatHux JuraHagza (L1, L2, L3) u
onrosapajyhux Oakap(Il) xommuekca (Cl, C2, C3). UubpaupBeHn CHEKTPH HaBEIACHUX
KOMILIEKCa MOTBPhyjy OMICHTATHO KOOPJMHOBAKHE S-M30aJKWI JEPHBATa THOCAIHIIMIHE
KHCEJIMHE TPEKOo JBa aTOMa KHCEOHHMKa KapOoKcwiHuX Tpyna 3a 6akap(Il)-jon. Acumerpuune
BaJICHIIMOHE BHOpAIHje KapOOKCHIHUX IPyIia H30J0BaHKX JuraHaaa (1677cm™3a (L1), 1679
cm?3a (L2), 1683 cm™ 3a (L3)) cy youeHe Ha HMKMM BpeIHOCTHMA o7 odekuBanux (1700-
1750 cm™) mTo 6u ce Morno o6jacHUTH HPUCYCTBOM Bemuke R-S rpyme y Orto momoxajy.
[MTonoxaju oBux Tpaka y oxroBapajyhum komruiekcuma (C1-C3) Hanmaze ce y O4EKHMBAHO]
o6mactr (1600-1650 cm™) (1615 n 1587 cm™3a (C1), 1606 u 1561 cm™ 3a (C2), 1593 u 1550
cm? (3)) mwro moTBphyje HUXOBO JENPOTOHOBAKE M KOOPAMHOBAH-E 3a MeTald. Ha ocHOBY
aHaM3e WHQPAIpPBEHUX CIIEKTapa MOTY C€ YOYHTH TPaKe CHUMETPUYHUX BaJICHIIMOHHX
BUOpamyja KapOOKCWJIHUX Tpyma S-alKuil JepuBaTa THOCAIMIMIIHE KHCEIUHE U
oarosapajyhux komruiekca 6akpa(ll). HaBeneHe Tpake cy youeHe y OUYSKHBaHO] 00JACTH OKO
1400 cm? (96, 97). Ha ocHOBy aHanm3upaHux HHQPPALPBEHMX CIEKTAPA S-M30AIKUI
JiepyuBaTa THOCAIUIIMIIHE KUCEITUHE U oroBapajyhux komruiekca 6akpa(ll) morBpauiau cmo na
je JIOIUIO 10 KOOPAMHOBAaMkAa 33 jOH MeTaja, ajld CTBapHa CTPYKTypa KOMIUIEKCAa HUje MOTJa
outu notephena (95). CTBapHa CTpyKTypa KoMmILiekca u rpajerbe OMHYKIIeapHUX KOMILICKCa
6axpa(Il) moTBpheHo je Ha OCHOBY pe3yiTara PeHIAr€HCKE CTPYKTypHE aHAJIM3e KOMIUIEKCa
6akpa(ll) ca S-uzonponmi AepUBaTOM THOCATUITUIHE KUCETUHE.

Ta6ena 3. Hajpaxkunju undpanpseru once3n (CM 1) HCIUTHBAHNX jeIUmHEmba.

Jenumeme -S-R -COO  (as) -COO (sim)
S-i-pr-thiosal 690 (y) 1677 1404
[Cua(S-i-pr-thiosal)a(H20)2] 698 (y) 1615 (j), 1587 (j) | 1402
S-i-bu-thiosal 689 (y) 1679 1412
[Cuz(S-i-bu-thiosal)a(H20)2] 696 (y) 1606 (j), 1561 (j) | 1400
S-i-am-thiosal 703 (y) 1683 1412
[Cuz(S-i-am-thiosal)s(H20)2] 695 (y) 1593 (j), 1550 (j) | 1401

j-jako, y-yMepeHo

Ha ®urypu 1 npukaszana je cobna temnepatypa EPR cnekrtpa ucnutuBanux 6axap (II)-
komiuiekca y 1% DMSO/H20 (aqua) (v/v). CBu criekTpu cy ToToBO u30oTporHH (g=2.18,
AH=140 G), 6e3 pemene xuneppune crpere (S = 1/2, I = 3/2) mro ykazyje Ha HUCTY
koopauHanujy 6axap (I)-jona y cBa Tpu komiuiekca. 3a0enekeHu Cy CIMYHMU CIEKTPH 3a
XuapupaHa OuHyKJeapHa jeaumema Oakpa, ca Oakap (I[)-joHnmMa KoOpAMHUpPAHUM
KHUCEOHMYKHM JIMTaHauMa. 3al0pameHa TpaH3ulMja Ha moja mosba (AMc = +£2) Huje
OTKpHUBEHa, IITO yKazyje na cy 6akap (II)-joHn HuCY MarHeTHoO MOBE3aHHU.
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2700 3000 3300 3600
B/G

®urypa 1. Cobna Temneparypa X-6ennoBa EPR cnekrpa 0.5 mM Cu(ll) xommuiekca y 1%
DMSO/H,0 (v/v); a) Cu(ll) xommiekc ca S-isopropyl mepuBaTom THOCATHIMIHE KHCEIHMHE,
[Cux(S-ipr-thiosal)a(H20)2] (C1), b) Cu(ll) xommmekc ca S-isobutyl mepuBarom
tuocanunmiae kucenune, [Cuz(S-ibu-thiosal)s(H20)2] (C2) u ¢) Cu(ll) xommutekc ca S-
isoamyl  nmepuBarom THOcamuiuiHe —kucenmue, [Cuz(S-i-am-thiosal)s(H20)2]  (C3).
Excnepumenrtanuu ycinoBu EPR yxspyumBamu cy: ¢pexBenuujy mukporamaca 9.85 GHz,
cHary Mukpotaiaca 5 mW, moaynanuja ammmutyae 5 G, moaynanuja gppexsenimje 100 kKHz.

4.2. PeHaAreHcKa CTPYKTYPHA aHAJIM3a KOMILIEKCA
[Cux(S-ipr-thiosal)s(H20).]-2H,0 (C1)

PeHarencka cTpykTypHa aHaim3a mokasyje aa komruiekc Cl kpucranusyje y TpUKIHHAIKOM
CUCTeMY ca mpocTopHOM TpynoM P-1. CTpykTypa MoJieKyia U HyMepalja NPUCyTHUX aToMa
nprkaszanu cy Ha Ourypu 2.
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®urypa 2. Crpykrypa komruiekca [Cuz(S-ipr-thiosal)s(H20).]-2H20 (C1).

Kao mro ce ca cinuke moxe Buaetu aBa joHa Oaxpa(ll) xoopmuHOBaHW Cy 3a YeTHUpH
MOJIeKyJla S-M30MpONWI JepuBaTa THOCAIUIMIIHE KHUCEIMHE W TO TNpeko oba aToma
KHCCOHHKA KapOOKCUITHKX rpyna. Ha Taj HaunH HacTaje OuHykieapau komiuieke oakpa(ll).

Penarencka cTpykTypHa aHanu3a mokasyje aa komiuiekc Cl kpucrtanuzyje y TPUKIMHUYKH
CHCTEM ca MpOCTOpHOM Tpyrnom P-1. BberoBa momnexkynapHa CTpyKTypa M cXeMa aTOMCKOT
HyMepucama npukaszata je Ha @urypu 2. Ctpykrypa C1 cactoju ce oJ HeyTpalHOr nejana-
TOYaK THIA [EHTpOCHMEeTpuuHOor guMep wmoiiekyna [Cuz(S-ipr-thiosal)s(H20)2] u nBa
MouiekyJa Boge. Y mumepy, asa Cu(ll) aroma cy npemonihena npeko /Ba napa OWHICHTATHUX
KapOOKCHUIIaTHUX aHjOHA Tako Ja GopMHpajy KBaapaTHy 0a3y O] 4eTHUPH aTOMa KHCEOHUKa
(Tabena 2) oko cBakor Oakpa. CBaku KapOOKCHMJIAT C€ HECHMMETPUYHO KOOpJMHHpa ca
LIEHTpaJHUM aTtoMuMa ca pasfaabuHom Cu-O kpahom on oko 0,2 A; mpoceuna ymameHocT
Cu-O je 1.961(13) A. AnukamHe mnonoxaje KBaipaTHUX INHUPAMUIAIHHX OaKapHUX
koopauHanuoHuX monuenapa (t = 0.005) 3ay3umajy aromu kuceonuka (O1lw) morekyna Boje
ca Ojaro u3ay»KeHOM JIy>)KHHOM Be3€ Y OJIHOCY Ha ekBaTopujainHe Bese (Cul-Olw = 2.194(2)
A). 360r moryhe poranuje oko nojequnaune sese C1-C2 u C11-C12 y o6a kapOokcuiara,
JUepaaHu yrioBu u3mel)y paBHM (DEHWIIHHMX NPCTEHOBa M OAroBapajyhux kKapOOKCHIHUX
rpymna cy 5.6(1) u 11.0(1)°. OBu yrioBu Cy 3HaTHO MamHd O] TOCMATPaHUX y JIBa OJIMCKO
noBezana Cu(ll)-komruiekca ca S-MeTHI U S-eThIT iepuBaTuMa THOcaUImIHe kucenune (93)
(100). Kao miro ce Buau u3 tpanc O—Cu—O yrioBa y C1, KOju HUCY JIMHEAPHH, aTOMHU OaKkpa
jecy moMmepeHu u3 oAronapajyhux 0a3aqHUX paBHU MpeMa alMKAIHOM aTOMYy KHCEOHHUKa 3a
0.187(1) A. Tloctoju 41 xpucranna cTpykTypa Tuma Becia [Cuz(ar-CO0)4(H20).] (ar-COO cy
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apoMaTH4YHEe KapOOKCWIIHE KHCEIIMHE) MOJISKYJIH JuMepa MpukymbeHu y Cambridge
Structural Database (101). ITopehemem nykune u yriaoa Beza Cl ca oxarosapajyhum
nonaruma y CSD crpykTypama, MoKaszaHo je Ja ¢y ayXuHe u yriioBu Beze y Cl HopmanHu.
Ongajame Cu---Cu (2.6031(5) A) y C1 ynyrap aumepa, 3HauajHo kpahe oj 30upa BaH jep
Baancosux pamujyca Cu u ykasyje Ha cinaby Cu --- CuU uHTepaknujy, Takohe je TUIUIHO
Cu---Cu gnBaj ame y 41 CSD crpykrypama m3mehy 2.579 u 2.665 A ca nmpoceuynom BpeaHOCTH
2,63(2) A.

Opnabpane ayxure u yriaosu Besa y [Cuz(S-ipr-thiosal)s(H20)2]-2H20 (C1) komrutekcy maTu
cy y Tabenu 4.

Ta6ena 4. Onabpane nyxxune Be3a (A) u yriosa (°) 3a Cl.

Cul-01 1.9545(14) 03-Cul-01 90.25(7)

Cul-02' 1.9766(14) 03-Cul-04! 169.14(6)

Cul-03 1.9473(14) 01-Cul-04! 88.65(6)

Cul-o4! 1.9650(14) 03-Cul-02' 90.55(7)

Cul-Olw 2.1935(16) 01-Cul-02' 168.84(6)

Cul-Cul 2.6031(5) 04! —Cu1-02! 88.47(6)

S1-C3 1.768(2) 03-Cul-Olw 98.83(6)

S1-C8 1.830(2) 01-Cul-O1w 99.62(6)

S2-C13 1.7737(19) 04'-Cul-Olw 92.01(6)

S2-C18 1.828(2) 02'-Cul-O1lw 91.26(6)

01-C1 1.253(2)

02-C1 1.268(2)

03-C11 1.260(2)

04-C11 1.259(2)

Ipchq])-opMaulHja CHMETpHj€e KOja ce€ KOPHUCTH 3a TeHEPHCarhe CKBUBAJICHTHUX aroMa: | = -X +
vy +1,-2+ 1

HpI/ICYTHC BOAOHHUYHE BC3C Yy MOJICKYJTY TOCMATPAHOT' KOMIIJICKCA IIPHUKA3aHE CY Tabenu 5.
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Tab6ena 5. Bononnune Bese 3a C1 [A u °]

D_H---A d(D-H) d(H--A) d(D--A) <(DHA)
Olw-H101--02w' 0.81 2.11 2.811(3) 144.4
O1w-H201.-02w' 0.92 2.14 2.893(3) 139.0
0O2w-H202---02 1.04 1.86 2.836(2) 154.1
0O2w-H102.--S2 1.06 2.25 3.241(2) 154.9
Tpancdopmariuje cumeTpuje KopHuiheHe 3a reHepUCcame CKBUBAICHTHHX aroma: | = -X + 1,

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

Hauun nakoBama mMosekysa komiuiekca 6akpa(ll) ca S-usonponun qepuBaToM THOCATULIMIIHE
KHCEJIMHE Ca CBUM IPUCYTHUM HHTEPMOJIEKYJCKUM M HHTPAMOJIEKYJICKHUM BOJOHUYHUM
Be3aMa IIpuKa3aHu cy Ha Purypama 3 u 4.

®@urypa 3. Jlanan napanenaH ca @ 0COM y KpUCTaIHO] cTpykTypu C1 mokasyje BOJOHUYHE
Be3e (I[pBEHE HCTpEeKHJaHe TUHUje). ATOMHU BOJOHHKA KOJHU HUCY YKJbYYEHH Yy BOJOHUYHE
BE3€ M30CTaBJbCHH CY Pajau jacHOhe.
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®urypa 4. [loryen 1y a oce Koju MpHKa3yje pacmopen cyceaHux JiaHana y crpykrypu Cl.
Bononuune Be3e y JaHIMMa MPUKa3aHe Cy LPBEHOM HUCIIPEKUIAHOM JIMHU]OM.

4.3. UcnuTtuBame HHTepaknuja komiuiekca ca JJHK
aAncoOpNMnIMOHOM METO0M

C o63upom na JIHK mpencraBspa MOTEHIMjaIHY OMOJIOIIKY METY 32 MHOT€ aHTUTYMOPCKE
JexoBe Ha 0a3u joHa MeTaja, Of MOCEOHOT je 3Hauaja UCIUTATH HAuKMH Be3MBamka KOMIUIEKCa
ca JIHK mosekynoM. EJeKTpoHCKa arcopIiyioHa CIIEKTPOCKONHja jeJHa je O] MeTola 3a
onpehuBame HauMHA U jaunHe Be3uBama Komiuiekca ca JIHK. Kommiekcu joHa mpenazHux
MeTana Mory octBaputu mHTepakuuje ca JJHK koje mory Outu xoBajmeHTHE (CyNCTHUTYIH]a
JaOMITHOT JIMTaH/a y CTPYKTYPU KOMIUIEKCa a30T-TOHOpCKoM 6a3oMm u3 moinekyna JIHK, amp.
npeko N7 aToma ryaHvHa) /WM HeKOBaJeHTHE (MHTepKaJlalija, eIeKTPOCTaTHUYKO BE3UBAHE
wm BesuBame 3a Manu xkied) (102). Muarensurer ancopruuje pactopa JHK y npucyctBy
KOMILJIEKCA MOXK€ C€ CMamHTH (XHUIIOXpOMH3aM) WM TMoBehaTH (XUIepXpoMu3am), y3
nosehame amncopmnuuoHe TajacHe AyXuHe (OaToxpomu3am). ATCOPHIIHMOHU CHEKTPU
komiuiekca Cl, C2, C3 y npucycrBy JIHK y pasnmuumtuM KOHIIEHTpamnHjama jJare cy Ha
@urypu 5. [lonarak JIHK y pactBop kommuiekca C1-C3 nokasyje xunepxpomuszam (durypa
5).
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®urypa 5. UV-Vis ancoprnuuonu crnekrpu 3a Cl (A), C2(B) u C3(C) (10 uM) y PBS
nydepy (PactBop docdarnor mydepa = 0.01 M, c(NaCl) = 0.137, c(KCI) = 0.0027 M,
pH 7.4) ca mnosehamem koumentpammje JHK (0-50 uM). Crpenuna mnpukasyje
XHIIEPXPOMHU3aM y CIIeKTpaiHoM mojacy. I'paduuku mexosu: ['paduxonu [JAHK] /(ea — &) Vs.

[JTHK].

OBo moMepame XHIEepXpoMu3Ma ykaszaino je Ha wuHTepakuujy JHK ca xommiexcuma.
VYomnureHo, CTeNeH XUIIOXpOMHU3Ma WM XUIEpXpOMHU3Ma KOjU ce mpuMmehyje mpyxka mepy
jaunHe BesuBama komiuiekca 3a JJHK (103, 104). Mehy npoyuenum Cu(ll) xomrmiekcuma, C2
je moka3zao 3HauajaH aduuuTeT Be3mBama 3a JIHK (Tabema 6). PaBHOTEe)KHa KOHCTaHTa
BesuBama (Kp) m3mehy JIHK u cBakor on koMruiekca m3padyHara je moMmohy jeqHaunHe 1.
[lItaBuiie, MHTpUH3UMYHA KOHCTaHTa Be3uBama Kp (Tabema 6) moOujeHa 3a mpoydyaBaHe
komruiekce ca JIHK cienu penocnen C2 > C1 > C3 mto ykasyje Ha 1o ga C2 mHTEpearyje
jade o]l oCTaIuX KOMILIEKCa.

Ta6ena 6. Jlo6ujene koncrante 3a nHTepakuujy msmehy C1-C3 ca JJHK y PBS nydepy.

Kb [Mfl] st[Mfl] Kbin[Mfl] n
Cl  (45+0.1)10° (1.0%0.1)-10° (1.0 £ 0.1)-10° 1
C2  (20+01)10° (27+0.1)10°  (6.5+0.1)-10° 1.7
C3  (17+01)10* (0.9+0.1)-10°  (1.9+0.1)-10° 0.6
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4.4. UcnuTuBame nHTEpakumja komiviekca ca JJHK
(p1ryopuMeTpHjCKOM METOAOM

Etunujym Opomu eMHTyje HHTEH3UBHY (hiryopeciieHTHY cBeTiiocT y npucyctBy JIHK, 36or
jake mHTepkananmje m3mehy cycemnux JIHK 6asnux maposa. [lojauana dmyopecueHiuja
MOXE C€ 3HAYajHO CMamUTH JIOJaTKOM KOMIUJIEKCa CIIOCOOHOT Jla Harpaad jake
untepkananuone Bese ca JIHK, 3amemwyjyhu EB (105, 106). ExcniepuMeHTH KOMIIETUTHBHOT
Be3uBama Cy copoBeaend Ha EB-JIHK y mpucycrtBy pammumtux konuentparuja Cu(ll)-
komruiekca. Crenen ¢uyopecueniuje EB Besanor 3a JIHK xopuctu ce 3a ompehuBame
cTereHa Be3uBama aApyror mosekyna u JJHK (107). Marepakiuje C1-C3 ca JIHK npoyuasane
cy kopuiihemeMm pactBopa y kome je EB Besan 3a JIHK y PBS nydepy (pH = 7,2).
Wntepaknuja C1-C3 ca JHK noBena je no ramema HHTEH3UTETa (DIyopecleHLUje yCien
uctuckuBama EB u3 xomrexca EB-JIHK. ITapamerpu ramema 3a C1-C3 uspauyHaTt cy
nomohy CrepH-Bonmepose jennauune. Cryauje 3amene EB wusBenene cy mnpomeHoM
KOHIIEHTpaIje KOMIUIeKca MeTana u npahemeM mHTeH3uTeTa emucuje EB-JIHK kommnekca
(108). Iloehame konmentpamuje C1-C3 (0-60 uM) mokaszano je 3HAYajHO CMAMECHHE
WHTEH3UTETa (uIyopecrieHIje ca npeeHuM nomakom (durypa 6). Maaukosano je na je EB
ocnobohen u3 komruiekca EB-/IHK 300r merose 3amMmene npoydyaBaHUM KOMIUIEKCHMA.

1(au.)

1o/l B = C

0 1 2 3 4 6 05 1 15 2 25 3 35 4 0 L 2 3 4

5 0 61075 7 M 8
QM 109QI M 1l

®durypa 6. Emucronu cnekrpu EB-JIHK u EB (10 uM) Be3an 3a JIHK (10 uM) y mpucyctBy
pazimmuntux kKouueHtparuja CL(A), C2(B) u C3(C), (Amax oko 610 nm). [Crpenuna
npuKasyje mpoMeHe MHTeH3uTeTa (uiyopecieHije npu noehamy koieHtpaimje CL(A),
C2(B) u C3(C), (0-60 uM)]. I'pacdukon wucmon: Stern-Volmer rpaduxonu 3a EB-JIHK
dnyopectienTHy TUTpanujy ca C1-C3.

NuTtensurer duyopecuennuje Ha oko 610 nm je xopumhen 3a mporieny Ksy (Tabema 4).
IMomaru 3a raimieme (GIIyopecieHIlije ce Takohe MOry KOPHCTHUTH 3a onapelhuBame MecTta
Be3uBama (N) ¥ paBHOTE)KHE KOHCTaHTe BeduBama Kpin momohy Scatchard -oBe jenHaunne

(109, 110):
log(lo-1)/1 = logKbin + nlog[Q]  (3)
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Bbpoj mecra BesuBama (N) M KoHcTaHTa Be3uBama (Kpin) W3pauyHatu cy u3 rpadukoHa
3aBucHoctH l0g(lo-I)/1 y omnocy Ha log[Q] (Tabema 6). Ha ocuoBy Bpemnoctu Ksy u Kbin
natux y TabGenu 6, MoXxe ce IPUMETHTH Jia IOCTOjU Majla UHTepakiuja usmely kopumrhenux
komriekca Cu(ll) m JIHK. Kommiueke C2 uma Behu apunurer 3a mnrtepakimjy ca JJHK ox
ocrtanux Komiuiekca. Melhytum, nomarak komiuiekca y pactBop EB-JIHK Huje 3HauajHO
yracuio (2.5% for C1, 8% for C2 u 7% 3a C3) unrensuret emucuje EB Besanor 3a JITHK Ha
oko 610 nm (Durypa 6). JlobujeHo Malo Talieke 3ajeTHO ca MalluM BpeaHocTuMa Ksy jacHO
je mokazaio aa Cu(ll) kommiekcH HECY HHTEpPKAIalijoM CTYIIN y uHTepakiujy ca JTHK.

4.5. BUCKO3HOCT

3a nasbe u3yuaBame UHTepakuuja n3mehy kommiekca C1-C3 u JIHK, cnpoBeneHo je Mepeme
BUCKO3HOCTH. Kilacm4yaH wmojen wuHTepkananuje 3axteBa jga ce crumpana JIHK mopa
MPOIYKUTH jep ce MapoBH 0aza pa3iBajajy Kako OM ce Mmpuiarofuid BesyjyheM nuranmy,
mro nosehaBa Buckosznoct JAHK. Etuaujym 6pomun, nodpo mosnatu mHTepkanmarop AHK,
CHaXHO moBehaBa penaTWBHY BHCKO3HOCT MpOay’KaBameM ABOCTpyke crupane JJHK
uHTEepKananujoM. Jla Ou ce MoAaTHO MOTBPAWIM HAUYMHU BE3MBamka KOMILUIEKCA, MEpEHa je
BUCKO3HOCT pactBopa JIHK y mpucyctBy u oACcycTBy OBHX KOMIUIEKCA. Y KIIACHYHO]
MHTEPKATALUjU, KOMIUICKCH pPE3YITHPajy MpOAYKaBalkeM M YUBPIINMBAKBEM JBOCTPYKE
coupane JIHK, mro mosehaBa Bmckosmocr JHK (111, 112). Ca gomarkom Behux
koHmentparuja (cee g0 r = 1.0) C1-C3 y pacteop /IHK (0.01 mM) youeno je nosehame
penatuBHor Buckosuteta JIHK (Durypa 7), koju je OMo U3paKeHUjU 0/1aBalbeM KOMILIEKCa
C2, nok cy Cl u C3 nokazanu ymepeHo noehame penarupHor Buckoszurera JIHK. Ilpema
TOME, YOUEHH pe3yaTarT cyrepulie Ja Ou KOMIUIEKCH MOIJIM Jia cTyre y untepakuujy ca JJHK,
mro je morBpheHo UV-VIiS mepewmuma, amu je Majiio BepoBaTHO nga he oHu MelycoOHO
JIeIoBaTH MHTEpKanalujoM (CTyauje BHCKO3HOCTH M etuaujym Opomuzaa (EB)). Msyserak
Moke OuTh KoMmruiekc C2 ako y3MeMo y 003up pe3yJiTaTe BUCKO3HOCTH, ajlu UMaK Jo0ujeHa
KoHcTaHTa Ksy IMa HUCKY BPETHOCT.
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®urypa 7. PenatusHa Buckossoct (m/mo)Y® JHK (0.01 mM) y pacteopy PBS y npucycrtBy

komruiekca Cl, C2 u C3 y cBe Behum xomuunnama (r).

4.6. CTtyauje Be3uBama NPOTEHHA

Moryhu HauuH OuoTpaHcopmalije U MeXaHU3aM JIeJOBamka XEMOTepaneyTCKUX areHaca
(mehy xojuMa Cy W JIEKOBU Ca METaJIuMa) MOKe OMTH WHTEepaKiuja u3Mehy Maaux MoJieKysa
u cepymckor mporenna (113). Toehu cepymcku andymun BSA (ex enri. Bovine serum
albumin) ce gecto Gupa Kao Mojie)l MPOTEHHA 3a MPOyUYaBamhe HHTEPAKIIM]Ee MaIHX MOJIEKYJIa
ca CEpyMCKHMM alOyMHHHMa 300T HErOBE CIIMYHOCTH ca anbyMuHOM XymaHor cepyma (114).
Crora, mopen npoydvaBama uHTepakinuja Cu(ll) xommtekca ca JIHK, masbe cy mcrutuBane
unTepakiuje komrmiekca C1-C3 ca roeehum cepymckum andymunom (BSA). KBanurarusna
ananmu3a uHTepaknuje komruiekca C1-C3 ca BSA mpoyyaBaHa je HCIUTHBAmEM Tallekha
Tpuntodan (IYyopecleHTHOT EeMHUCHOHOr crekrpa BSA 'y mpucycTBy KoMmILiekca.
@DiryopecIieHI]y MPOoTenHa CEeU(PUIHO W3a3UBajy TPU aMHUHOKHCEIIMHCKA OCTaTKa, HAMMe
Tpunroda, THpo3uH U ¢eHmnananud. BSA ce cacroju on aBa TpunrodaHcka ocTaTKa JTyK
ErOBE AMHHOKHCEITMHCKE CEKBEHIIE M IOKasyje dQuiyopecueHnujy Tpuntodana mnpu
ekcuuTanuju ox 295 nm ca makcumymoM emucuje Ha 365 nm. AduHUTET Be3UBama
komruiekca 6akpa, C1, C2 u C3 3a BSA, ucnuTiBan je MpUMEHOM EKCIIEPUMEHTA Tallemkha
dbnyopecuenyje tpunropana. OyopeciieHTHA CIEKTPOCKONHja MOXKE MPATUTH IMPOMEHE y
CTPYKTYpH NpOTEWHAa, TuHaMuIM U caBujamwy (115, 116). [Ipomena diayopecuennuje BSA
HAaKOH JojaBama pactyhux xonienrpaiuja C1-C3 (0-20 pM) y omcery 300-500 nm (Aex, =
295 nm) npukasana je Ha Ourypu 8. [Ipumeheno je cMameme HHTEH3UTETA (DIYOpECIICHITN]e
Ha 362, 363 wnu 364 nm. Tloganu 3a rameme (IyopecleHIrje cy aHalu3upaHu MoMohy
CrepH-BonmepoBe jennaunHe, jeqHauMHa 2 W KOHcTaHTa ramema (Ksy) je u3pauyHara us
HaruOa rpaduka muHeapHe 3aBucHocTH lo/l y omHOCy Ha [Q].

Toau ) ‘Imu,- [ Ifau)

La
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®urypa 8. Emucuonu criektap BSA (2 UM; Aex, 295 nm; kem 365 NmM) y npucyctBy pactyhux
konmentpamuja C1 (0-20 UM), Amax = 365 nm. Ctpesuia mokasyje Aa € HHTEH3UTET EMHUCH]E
Mmema noBehameM koHueHTpaiuje komiuiekca C1(A), C2(B) u C3(C). I'padukonu ucmon:
I'padukonu 3aBucHocTH lo/I y ogHocy Ha [Q].

Pesynraru npukazanu y Tabenu 7 moka3yjy na cy KoHcTaHTe ramema 3a C2 u C3 ciuune, a
criocoOHocT ramema C2 u C3 je nBa myra Beha onm xommuiekca Cl. KoncranTa ramema
KoMIuiekca omaga y penocieny Cl > C3 > C2 (Tabenma 7) mTo je COIMYHO pPEIOCIEHy
KOHCTaHTe Be3uBama komiuiekca ca JIHK kako je panuje mpumeheno (Tabena 6). Crenen
ramema HHTEH3UTeTa (IIyopecleHIIrje MPUINCYje ce€ MepH IOBE3aHOCTH KoMIuiekca ca BSA.,
Manu MoJeKyln ce He3aBUCHO Be3yjy 3a CKYIl MecTa y MOJIEKYyJy IPOTEHHa, a paBHOTEXa
usMel)y cinobogHOr M Be3aHOr MoJjiekyha jgata je Scatchard-osom jeanaumnom (110)
jennauyuHa (3).

Koncranra Be3suBama (Kpin) u Opoj mecra Be3uBama (N) moOujeHn cy u3 TpaduKoHA
zaucHoctH log(lo-1)/1 y omrocy Ha log[Q]. MehyTtum, komruieke C2 mokasyje 106 myra Behu
apuHHUTET Be3uBama o komiuiekca Cl, nok komriekc C1 moka3zyjy 103 myra Behu adpuHuTET
BesuBama o7 C3, Kako je NMpUKa3aHO U3 UXOBUX KOHCTAaHTH Be3uBama Kbhin (Tabema 7).
Koncranra BesuBama komiuiekca npema BSA rtakohe je ciemwma wctu pemocien Koju je
npumehen 3a koHcTaHTy ramema (Tabena 7). Takohe je yTBpheHO ma je crexmomerpuja
BesuBama BSA ca Cu(ll) kommiekcuma Beha 3a komrieke C2 ox apyrux komiuiekca (Tabena

7).

Ta6ena 7. [lapamerpu BezuBama C1, C2 u C3 xomrmuiekca 3a BSA.

Kommieke K [MY] Kpin[M ] n
C1 (5.9 +£0.1)-10* (7.2 +0.1)-10° 1.5
C2 (1.1+£0.1)-10° (1.6 £0.1)-10*2 2.6
C3 (1.0 £0.1)-10° (2.2 +0.1)-10° 0.6

4.7. Ctynuje 1OKMHTa

Cryauja nokuHra Texxu na odyxsaTtu ase pasnuuute Bpcre JJHK ctpykrtypa. Jeman tun 6m
610 oOMuaH JBOCTPYKH JIaHAIl KOjU HE CaApKM HHUJeAHO MecTo MHTepkaiauuje (pdb xon:
IBNA). Jlpyra Bpcra JJHK ctpykTtype O6una Ou nBOCTpyKka crnupana ca jeJHOM WIH JIBE
MHTEpKaITalMOHe MTpa3HUHE. Y 3aBUCHOCTH OJ] TapoBa 6a3a KOju YMHE MECTO MHTEpKasalyje,
noctoje paznuuut oosmnu ctpykrypa JJHK monena. Kopuctunm cMo pasnuuurte CTpyKType
JAHK mozpena y mpopauyHHMMa MOJEKYJCKOT JOKHMHTa Kako OucMO ce ucnutanud moryhe
untepakimuje mMmelhy komrmiekca u JIHK. Crpykrype JHK ™omema y kojuma Mecto
uHTepKananuje caapxu asa G-C mapa (pdb xox: 1XRW) unu jenan A-T u jeman G-C map
(pdb xom: 193D), mponaljene cy y mporenHckoj 6a3u momataka, Protein Data Bank (PDB).
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OBzne he Outm peun o pe3ynaTaTuMa MpopadyHa Hajpernpe3eHTaTHBHHjUX cTpykTypa JHK
Mo7ea.

BesuBamwe 3a crpykrypy JHK 6e3 mecra umurepkananuje (pdb xom: 1BNA): Csa Ttpu
KOMILJIEKCa Be3aHa Cy 3a MamH W Behm xi1ed, anu ca paznuuutuM adpunutreroM (Tadena 8§,
®durypa 9). [IpBo MecTo Be3uBama 3a komruiekc C1 Hanmaszu ce y BenuKOM kJedy (eHepruja
Be3uBama o7-7.6 kcal/mol), jep ce kommiueke C2 Hanmasu y MameM kj1e0y (€Hepruja Be3uBamba
on of -8.1 kcal/mol), u oner komriekc C3 mpedepupa Be3uBame MambuXx xkJieOoBa (eHepruja
Be3uBama o1 -8,2 kcal/mol). MHTepakiyje KOMILICKCa ce yriIaBHOM OCTBapyjy Kpo3 MPCTEH
Hajomwku JJHK cTpykTrypama (Purypa 9). [Ipyro mecto BesuBama 3a komruieke C1 Hanmasu ce
y MameM kj1e0y (eHepruja BesuBama ox -7.2 kcal/mol), nox je 3a kommieke C2 u C3 y Behem
xI1e0y (eHepruje BesuBama of -7.9 kcal/mol y o6a ciyuaja).

JeBer HajcTabmiHMjuX opujeHTanuja (9 3aBoja) M0OHMjeHO je Kao pe3yJiTaT mpopadyHa 3a
CBaKM KOMIUIEKC MeTtana. [IpBe detnpu opujenranuje komriekca Cl mo3unuoHupane cy y
BEJIMKOM JIeOy, IITO yKa3yje Ha Oyary npeIHOCT Y BEe3UBamy BEIHKOT jkieda. C2 KOMIUIeKC
ce TOjeTHaKO J0Opo Beke y oba jkieba HAaM3MEHWYHO, ca OyiaruMm apuHHTETOM Mpema
Be3MBamy Mamer kiieda (5 3aBoja 3a Be3uBame 3a Behu kJied u 4 3aBoja 3a BE3UBAHE MAET
xieba), 1ok komrmieke C3 mokasyje cHakaH aQUHUTET MpeMa Be3WBamby Mamer jkicba (8
3aBOja 3a Be3MBaWkE BEIUKOr xieba). OuurieaHo, BOJIYMUHO3HUJU JMraHau npedepupajy
BE3MBAE MABUX KIIEOOBA.

1BNA and C91 1BNA and €92

g
B85 major a— )
B85 major
2.6 k(d[m% 7.9kcal/mal == :‘
R
!
< ' b
z BS minor
s keal/mel
SS minor
’

‘ -7.2 keal/mol

1BNA and (9!0 / \BNA and EB
. . s
~ |

8S major y ! E
7.9 keal/ 0 w5 mivor ;

o  82kal/mol
o - ﬁ;m«
/ = 4 6.9 keal/mol
a—

®urypa 9. Hajcrabunumju anyktu JHK gBocrpykor nanma (PDB xox 1BNA) ca
komruiekcuma Cu(ll) (C1, C2 u C3) u etunujym o6pomunom (EB) Ha MecTy Be3uBama 3a Mame
(BS mamu) u Behe (BS Behu) moapydje sxne6osa. lltanuhu paznuuntux 060ja 03Ha4YaBajy
HyKJIeOTUHE 0a3e, IMTO3MH je py)XhdacTe, T'yaHHH je 3eJieHe, THMUMH je IIPBEHE U aJIeHUH
je miaBe 6oje.

Juctpulynuja opujeHTalrja KOMIUIEKCa MeTana, kKao (pyHKIMja ahuHUTETa Be3UBamba MpemMa
onpehenum permonuma unm xkined6osuma Ha ctpyktypu 1BNA-DNA, npencraBibeHa je Ha
TabGenn 8. 3a Be3uBame Mamer ieda, cBe OpHjeHTalMje KoMiulekca Metana (18 3aBoja)
Hasase ce UckJbyunBo y unctoM G-C pernony (9 3aBoja) wim y nmpena3HOM perrHony, n3mehy
peruona maposa G-C u A-T (9 opujentanuja). 3a Be3uBame INaBHUX kjeOoBa (9 3aBoja),
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KOMIUIEKCH MeTalla UMajy aMHUTET BE3UBamba y MPela3HOM PETUOHY (5 3aB0ja) My PErHOHY
guctux A-T maposa (3 3aBoja). Peruja unctux A-T mapoBa y riaBHOM xkj1eOy pe3epBHCaHa je
HCKJbYYMBO 3a Be3uBame C2 KoMILIEKca.

Tab6ena 8. Apunurer Be3uBama MeTanHuX Komruiekca 3a cTpykrypy 1BNA-DNA, onpehen
eHeprujama BesuBama (AEg, y kcal/mol) u 6pojem opujenranuja (NO).

BesuBame 3a Jlurann

Ho1ed ClL C2 C3 EB
Moy AEe 72 81 82 69
Kb\ 5 5 g 9
Bomy AEs 76 19 79
XJ1e0

No 4 4 1

* [looebwane epedHocmu eHepeuje 8e3usarba YKA3Vjy HA HAJCMAOUIHUY opujeHmayujy adykma KOMNieKca
memana ca 1BNA-DNA cmpykmypom.

Kako cTpykType MCIUTHBAHUX KOMIUIEKCA HE cajpXke Ipyle Koje ce cMaTpajy KIaCHYHUM
JIOHOPCKUM HWJIM aKUENTOPCKUM TIpyliamMa 3a BE3MBame BOJOHWKA, OBE HWHTEPAKIHUjE HUCY
nerektoBane. Vcrpaxyjyhu npupoay uHTepakiuja koMiuiekca merana ca JIHK (Tabena 8),
YCTaHOBJBEHO j€ Jla TIOCTOj€ JBE KapaKTEPUCTHYHE aTPAKTHBHE WHTEPAKIMje HaBEICHE O]
HAJUHTEH3UBHUJUX JI0 HajMambe WHTEH3UBHUX: T U C-H~ m uHTepanuje. P=0-n u P-O-0
uHTepakiuje cy npumeheHe mely HajCTaOMIIHMJUM aAyKTUMa, Kao pe3yiTaT MHTEpaKIHje
komruiekca ca meheprao-docdarnom perrerkom (11 3aBoja). P=0O-1 uHTEpaKiuje (Kao BpcTa
aHjOHA T UHTEpaKI1ja) Cy KapaKTepUCTUYHH]E 3a aJyKTE HacTaJle y MaJloM kJie0y. AHJOH "1t
UHTEpaKIUje Y HeKMM CHUCTEMHMa T0Ka3yjy Beluke eHepreTcke BpemHocTu (5-12 kcal/mol)
(93), koje cy y orcery eHepreTcKux BpeAHOCTH 3a CTaHAApAHO BOJOHUYHO BE3HBAE.

BesuBame 3a JIHK crpykrypy ca mecrom mHtepkananuje (pdb xom: 1XRW): Crpykrypa
JHK, ca npa3znunom usmely asa G-C napa HykieoTHaa (MECTo MHTEpKaaluje), U3/1B0ojeHa
je u3 kpucranHe crpykrype (pdb code: 1XRW) u kopuinhena kao peuenrop (durypa 10).
Kao mTo je paHuje pa3marpaHo y CTyIWju ca peryJapHuM JBocTpykuM nanuem JIHK,
HajOOJBM pe3ynTaTh Be3uBama cy Ao00ujern y uuctuM G-C u npenasaumm G-C/A-T
peruonuma. Jlakie, oaroapajyhe mecro unrepkananuje 1XRW okpyxeHo no jeguum A-T
mapoM ca cBake cTpaHe, 1ok ce octatak | XRW crpykrype cacroju on C-G maposa. [Tomro
Cy mpopadyHu JIokuHra ypahenu Ha nenoj JJHK, moxe ce odekuBaTu Be3uWBame y MajioM
k11e0y, y BEITMKOM XkJ1eOy MM y MyKoTHHU. Tabena 9 caap)ku mojaTke O Be3WBamy JIMTaHAIA
(ucnutuBanu komriuiekcu merana u EB) 3a 1XRW-DNA crpykrypy. PaBHa ctpykTtypa EB
nako ce uHTepkanmupa y 1XRW-DNA nykotuny y monapyyjy Mamer xieba. Mehytum,
uHTepkananuja EB je eHeprerckm mnoBospHHMja (eHepruja BesmBama -6,9 kcal/mol) on
Be3uBama Mamer ieba (eHepruja BesmBama -5,9 Kkcal/mol). Kondopmarmona mpomena
1XRW mnornyHo obphe TpeHn BesuBama u3Mel)y Tpu KomIuiekca y nopehemy ca TpeHnom
BesuBaba IBNA (ctpyktypa 0e3 mnpa3HuHa). BesuBawe wmamux kieboBa cama je
KapakTepucTu4Ho 3a Komruiekec C1 (eHepruja BesuBamwa ox -7,7 kcal/mol), nox cy wernpu on
JIeBET OpHUjeHTAIMja TO3WIMOHUpaHe y moapyyjy Beher sxieba. Kommiaeke Cl ce He
uHTepKanupa. Mehytum, kommuieke C1 ce 6mucko Besyje 3a Mecto mHTepKanauuje (durypa
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10) u Gnokupa HMPUCTYN MYyKOTWHHU Y MOAPYYjy Major >xieba (eHepruja Be3uBama o1 -7,7
kcal/mol) u rnasHor sxieba (enepruja BesuBama ox -7,5 kcal/mol). Kommieke C1 dopmupa
unrepakiuje C-H m ca mapoBuma 06a3a Ha MecTy WHTepKanauuje. J[omaTHM KOHTakT ca
MamHUM JKJIEOOM OcTBapyje ce mHTepakiujom komruiekca ca JIHK-dbocharaum rpynama.
MebhyTtum, uHTEpKaNanyja y moapyyjy IriIaBHOT ieba KapaKTepuCcTUYHa je 3a Komruiekce C2
u C3, mITO ce MOCTHXKE CIIarameM T -7 ca a30THOM 0a30M ca €HEprujoM MHTEpKaJaIHje O -
8,3 kcal/mol u -8,6 kcal/mol. Eneprercke pasnuke usmel)y umHTepkanaimje u >KIeOHOT
BesuBama C2 u C3 komiutekca uucy 3uadajue (0,3 kcal/mol, ogrocuo 0,2 kcal/mol), amu je
0poj nHTepKaIMpaHux opujeHTamuja 3uatHo Behu (Taberna 9).

IXRW and €91 1XRW and €92
BS minor
: 7.7 keal/mot
. 1S major
= < qr
. 8S minor : -8.6 keal/mol

7.5 kealfenol

8.3 kcal/mol

e P >4

1XRW and €93 1XRW and €8

®urypa 10. Hajcrabunuuje opujentamuje Cu(ll) xommiekca (C1, C2 u C3) u eruaujym
opomuaa (EB) Ha MecTy Be3uBama mojapydja Mamer xieda (BS muHOp), Ha MecTy Be3uBama
riaBHor xJjeda (BS majop), Ha MecTy nHTepKananuje y noapyyjy Mamer xJieba (IS munop) u
Ha MECTy WHTepKalanuje y moapydjy riasHor xieba (IS majop) JJHK koja campxu mecto
untepkanangje (PDB xox: 1XRW). Ilranuhu paznuuntix 60ja 03HAYaBajy HYKJIEOTHIHE
0a3e, IMTO3UH j€ PyKUUYaCTe, TYaHUH j€ 3eJIeHe, THMUJIMH j€ I[pPBEHE U aJIeHUH je TutaBe 60je.

TaGena 9. Apunuter BezuBamwa koMmiuiekca metana 3a 1 XRW-DNA crpykrypy, onpehen
eHeprujoM Besuama (AEg, y kcal/mol)u 6pojem opujentarmja (NO).

BesuBame 3a xi1e0 WNHuTtepkananuja
Crpana
Cl C2 C3 EB Cl C2 C3 EB
Mamn AEg -7.7 -86 -84 -59 --- - -82 -69
KON zea2 3+ 2 1 - -~ 2 6
Benixi AEg -75 - - -  -83 -86 -6.1
x1e0 No  4* - e e --- 6 5 2




Iooebwane epedHocmu eHepeuje 6e3u8arba YKA3Yjy HA HAJCMAOUTHUJY OpujeHmayujy Komniekca Memand
aoykma ca IXRW-AHK cmpykmypom.

* Opujenmayuje komniekca y uHmepaxyuju ca nyKomunom 6e3 unmepraiayuje.

Pa3nuka y eHeprujama Be3uBama HCIUTUBAHMX KomIuiekca Be3anux 3a | XRW y oxnocy Ha
one Be3zane 3a 1BNA nuje 3Hauajua. Ilocroju mama pasnuka y kopuct 1XRW anykra.
Paznuka enepruje m3mehy amykata 1BNA u 1XRW xpehe ce oa HajHMKUX BPEIHOCTH 3a
muranx EB (0 kcal/mol) nmo najBehmx Bpemnoctu 3a xommiekc C2 (0, 5 kcal/mol).)
Hcropemeno mpucyctBo EB u komIuiekca Metana y pacTBOpy, IpemMa TOp0j JHCKYCH]H,
MOXKE HMMaTH pPa3JIMuUTe HMCXOAC Y KOMICTHUIMjH ca KOMIUIeKcuMa. Hema auneme Oko
komruiekca C1. EB he ce macko Be3atu jep komruiekc Cl uma ciab apunurer. AduHUATET
BesuBama komiuiekca C2 (-8.3 kcal/mol) u xommuiekca C3 3a anykre je Beha y nopehemy ca
apunureroM koju mokasyje EB (-6.9 kcal/mol). Crora je pazymHo ouekuBaru aa he C2 u C3
OWTH Janeko KOHKYPEHTHHjH 3a MHTepKananujy y onHocy Ha EB. Melhytum, komruiekc C2
uMa He3HaTHO Behy eHeprujy Be3uBama 3a Mamu kied (-8.6 kcal/mol, Tabena 9). Moxe ce
OUYEKUBATH Ja ce KoMIuiekc C2 IeTMMUYHO MHTEPKAIUPA, a JeJIOM BEXKE 32 MarbH KJIeO.

BesuBame 3a crpykrypy JHK ca memoButium Mecrom uHTepkananuje (pdb code: 193D):
Joxunr cryauja ctpykrype JHK 0e3 untepkanammonor mecta (pdb xoa: 1BNA) ) nokazana
je 1a cy KOMIUIEKCH MeTajla Be3aHH YIJIaBHOM YHYTap MyKOTHHA OO y pernoHy 6okatom G-
C HykieoTHIMMa WIM y TpenasHoM peruony wusmely permona Ooratmx G-C u A-T
HYKJICOTUMMA. AHalIN3a PEIICHUX KPUCTAIHUX CTpykTypa u3 PDB -a nmokasana je na jonasu
70 WHTEepKanmaumoHux mnpasHuHa uszMel)ly G-C mapoBa, mim m3mehy G-C m A-T maposa.
Cryauja nokunra ctpykrype JJHK (PDB kox: 193D), koja campku 1B MHTEpKajallOHE
npasauHe (00e ca memoBuTHM A-T m G-C 06a3num mapoBmMma), je Takohe u3BeneHa.
Pesynratu crymuje cy mokasanu Aa je MHTEpKajaluja jeMUHCTBEH HauWH Be3uBama. A-T
0azHM map noAaTHO crabunuiyje uHTepkananujy. Hawmme, Behe enepruje Be3mBama ce
nobujajy kana ce mpasHuHe ouBuue jerHuM A-T 6a3num mapom (193D). Enepruje Be3uBama
3a HajcTaOWIHK]y opHjeHTaujy cy -8.5 kcal/mol, -9.1 kcal/mol, u 9.2 kcal/mol, 3a C1, C2, u
C3 xommiekce. Mako HajHMXkKa, YaK ce M eHepruja uHrepkanamnuje 3a EB Gnaro nosehasa Ha -
7.0 kcal/mol. Pasnuka y eneprujama Be3uBama u3mely EB u kommiekca merama y
cuctemy 193D DNA moneny moxe outh 1o 2.2 kcal/mol.

BesuBame 3a EB-DNA anykte (pdb xom: 1XRW): Jlo caga Huje OWIIO €KCIIEPUMEHTATHUX
CTyAMja KOje yKJbYUy]y KOMIETUIHjy KomIuiekca MeTana U EB. YUumwennna je aa cy cryauje
uctuckuBamwa EB cripoBenene y pactBopy agykata EB-DNA. CxogHo Tome, cripoBeneHa je
cepuja CTyauja Be3uBama KoMIiekca MeTana 3a aaykre EB-DNA (kopuirhena je ctpykrypa
1XRW-DNA) kako 61 ce cTekao MOTIYHU YBHUJA Y KOHKYpEHIM]y KoMIuiekca metana u EB
3a Mecto uHTepkananuje. Hajerabunuuju agykt EB-DNA kopumrhen je xao perenrtop.

[Tpuctyn wmecty wuntepkananuje 1XRW y mnoapydjy rnaBHor »xieba HHUje omuja 3a
komruiekce C1 u C2. BesuBame 3a Mamwu xki1eb anykra EB-DNA moronyje u ca eneprerckor
U ca koHpopMannoHoT acrekrta (Behu 6poj opujentanuja). 3a komrekce C1 u C2, Be3uBame
3a MambH KJIed je eHepreTCKH HEelITo MOBOJbHH]jE (eHepruje Be3uBama ox -7,7 kcal/mol u -7,8
kcal/mol) uero BesuBame 3a peruon JIHK ca unrepkanmupanum EB (eHepruje Be3uBama o -
7,5 kcal/mol u -7, kcal/mol, pecriexktiBHO), anu ca KOHGOPMALMOHOT acTeKTa HHje MOBOJFHO
(1Be ox 9 opujeHTalMja Be3aHe Cy 3a MamH kJed). BesuBamwe kommuiekca C3 3a peruoH ca
uHTepkanupanuM EB daBopusyje ce ca oba acmekra (eHepruja BesuBama -8,3 kcal/mol).
[Topehewem pesynrara nokunra Ha ctpyktypu | XRW-DNA u na anykty EB-DNA, moxe ce
3aKkJbyuuTH 1a KoMiuieke Cl uma ciauyaH ahuHHUTET BE3UBAE 32 MarbH JKIIe0 M Be3MBamba 3a
nykoTuHy (ca wim 0e3 mHTepkamupanor EB). C3 kxommexkc mMa ciuuaH adUHHUTET, aJd
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CHEepPreTCK je MHTepKalalja HeITO II0BOJbHUja OJI Be3WBamka 3a NYKOTHHY ca
unrepkanupanuM EB (3a oko 0,3 kcal/mol). OBa pasnuka je uspaxenuja 3a komiuieke C2 (3a
oko 0.6 kcal/mol). Enepruja unrepkanarnuje (-8.3 kcal/mol) je smarno Beha oj enepruje 3a
BE3MBabE 3a pervoH ca mHTepkamupanum EB (-7.7 kcal/mol), u mHoro jaua ox eHepruje
unrepkanauuje EB (- 6.9 kcal/mol). Kommiekc C2 uma mnorenuujan na 3ameHun EB u3
nykotuHe u ¢opmupa eHepreTrcku cradbmimHuju anykt C2-1XRW. V mnopehewy ca
komruiekcuma C1 u C3, pe3ynraTv U3BPIICHUX NpOpadyHa yKa3yjy Ha TO Aa Komruieke C2
uma noBehany cmocoOHocT wHTepkananuje u 3ameHe EB w3 mHTEepKamanuoHe MyKOTHHE
IXRW. To je moTBpheHO M eKCIEpHUMEHTAJHUM pe3yiaTatuMma. Y cryadjama 3ameHe EB
komriekc C2 ykmamwa EB w3z JIHK (Bpemnoctn (Ksy, Kbin u N). bomu pesynaratu
WHTEpKaJallije HarjameHu cy BehuM BpeIHOCTMMA penatuBHE BHCKo3HocTH M Kp. U
UHTEpKananyja U noMmepame EB Hucy uspaxkeHe mojaBe 300T HEIOBOJBHHX CHEPreTCKHX
pasiuka.

4.8. YTunaj omnykjaeapHux komiiekca oakpa(ll) ca S-
M30aJIKIJI 1ePUBATHMA THOCAJHMIIUTHE KUCEJIHMHE HA
BHja0MJIHOCT TyMOpPCcKHX heauja in vitro

Hecurnohenujckn kxapumHoM miayha ¥ KOJOpEKTAIHM KapUMHOM CIaAajy y KaHIepe ca
HajBehoM wMHUUIEHIIOM y cBeTy. HecutHohemujcku kaprunoM miyha je apyru mo pemy
Hajuemhu KaHIEp y CBETy, Hajyemhy KaHIep KOJ MyIIKapama H APYTH MO Y4eCTalIOCTH
kaHiep koxa xkena (117). Konopekranuu kapiuaom je Tpehu mo peny Melyy Hajydectanujum
KaHIlepUMa y cBeTy, Tpehu mo peny Hajuenrh KaHiep Koj Mylikapara u Tpehu Hajuenthu
kaHuep kox »keHa (118). Mmajyhu y Buay oBe mojaTKe HMCHOHMTAIN CMO IOTCHIIUjaTHU
AHTUTYMOPCKH e(pekaT HOBOCUHTETHCAHUX KOMILIeKca Oakpa Ha henrjama XyMaHOT ¥ MMILjer
KOJIOPEKTAJIHOI KapIIMHOMa M XyMaHOT M MHUUIjer HecuTHohenujckor kapiuHoma miyha. 3a
WCIIUTUBAkE AHTUTYMOPCKOT edekTa KoMIulekca Oakpa kopuilheHe Cy JIMHHM]E XYMaHOT
kosiopekTanHor kapuuHoma HCT116 u SW480, mumjer kapuunoma kosnona CT26, xymaHor
aneHokapuuHoma riyha A549 u mumjer Lewis kapuuHoma miyha (LLCL). 3a ucnuruBame
€BEHTYaJIHOT CEJIEKTUBHOT IIUTOTOKCHYKOT edekra kopuirheHa je hemujcka IMHUja XyMaHUX
¢udpodmacta MRC-5. MTT Ttect je xopumrhen 3a mporeHy henujcke BHjaOMIHOCTH HAKOH
u3jaramba KOMIUIEKCMMa Oakpa, a NMCIUIATUHA je Kao CTaHJapJHU XeMOTepaleyTHuk,
KopuirheHa Kao KOHTPOJIHA CYTICTaHIIA.

Kao mrto ce Bunu Ha @urypu 11 auranau, S-M30ankuiHu 1€pUBATH THOCATUIMIIHE KUCETHHE
HeMajy HUTOTOKCHYKH edekar Ha xymaHne (11A) u mumje (116) henuje xapruHoma mioyha.
CBa Tpu nurasaa cmamyjy BHjaOMIIHOCT XyMaHMX henuja kapuumHoMa Iutyha, camo y
Hajsehum kounenrpanujama, 500 u 1000 uM. (durypa 11A). llurorokcuuku edekar
U30aJIKHJI-JIepHBaTa THOCATHMIIMIHE KHcelnHe Ha henmjama Lewis kapruHoMa riyha muiia
0MO je HeWmTO U3paKEHHJH, MHHUMAIHO CMamelke BHJaOMIHOCTH j€ YOYEHO Of
koHueHrpanuje 32.5 uM (®durypa 11B).
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®urypa 11. IuroTrokcuunocT kKomiuiekca Oakpa(ll) ca S-u3oankun aepuBaTHMAa
THOCAJMIMJIHE KHCEJHHe W JuraHaga Ha A) xymanoj (A549) m b) mumjoj (LLC1)
JIMHMjU KapuuHoMa 1iiyha nmocie 72 cara usaarama (mepeno MTT tecrom). CBu noganu

Cy INPEIACTaBJbEHU Kao CpeAme BPEAHOCTH M3 TPU HE3aBHUCHA EKCIEPUMEHTA M3BEICHA Yy
TPUILIMKATY .

Csu tectupanu Oakap (I1)-komriekcu ca S-M30alKWIT AepUBaTHMa THOCAIUIMIHE KUCETHHE
NOKa3aJli Cy LUTOTOKCHYKHM edeKkaT Koju 3aBHcH o] fo3ze U mpema A549 u mpema LLC1L

henujama, Behu y olHOCY Ha IUTaHje, anu Mawu y nopehemy ca nucrnaruaom (Gurypa 11A
u 11B).
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®@urypa 12. IutoTokcuuyHocT kKoMmmiekca Oakpa(ll) ca S-mzoankua nepuBaTuMa
THOCAJMIMJIHE KHCeJnHe U JuraHaga Ha xymanum, SW480 (A), HCT116 (b) u mumjoj
CT26 (B) iMHUju KapuMHOMA KOJIOHA Mocje 72 caTa uznaramwa (Mmepeno MTT tectom).

CBM mojauy Cy NpPEACTaBJbEHM KA0 CPENHE BPENHOCTH M3 TPU HE3aBUCHA EKCIIEPUMEHTA
U3BEJCHA Y TPUIUIMKATY.

MebhyTuM, IMTOTOKCHYKA aKTUBHOCT cBa Tpu Kkomiuiekca Oakpa(ll) ca S-u3zoamkumn
JIepuBaTHMa TUOCAIMIMIHE KHCEJIMHE Ha XyMaHUM hesujamMa KOJOPEKTAJIHOT KapluHOMa,
HCT116 u SW480, 6una je Bpyio cimvHa akTUBHOCTH ImciuiaTuhe (Purypa 12A u 12B).
CnnuHo edekTy OCTBapeHOM Ha MHIIJUM U XyMaHMM hendjama kapuuHoma ruiyha, camu
JUTAHAW Cy WCHOJBMIM IUTOTOKCHMYKM edekar Ha henmje KapruHoMa KOJIOHA CaMoO ¥y
HajBehum koHueHTpauujama (Purypa 12). [lurorokcnuka akTHBHOCT KOMILIeKkca Oakpa ca S-
M30aJIKWII JIpUBAaTHMa THOCAIMIIMIIHE KUCENIMHE je HEIITO M3paKeHHja Ha henujama MuIjer
KapuuHoMma kosona, CT26, y nopehemy ca edhekToM OCTBapeHOM Ha XyMaHMM heJHjCKUM
JUHHMjaMa KOJIOPEKTaIHOI KaplUHOMa, ajli U Jajbe HeUITo ciabuja y nopehemwy ca edhekrom
mucmatuie (Purypa 12B). YrnaBHoM je C3 ucnosbruo HajOOJbM aHTUTYMOPCKH edekaT Ha
cBUM TecTHpaHuM henujckum auanjama (Purype 11 u 12).
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Mopdoinoruja CT26 henuja HakoH 24 cara u3narama komruiekcuma 6akpa(ll) ca S-uzoankmn
JIepUBaTUMa THOCAIMIMIHE KHCEIMHE M IMCIUIATHMHU npukasaHa je Ha Cmumm 1. J[Bamecer
YEeTUPHU caTa HaKOH TpeTMaHa komruiekcoM Cl M HUCIIATUHOM y KOHLEHTpauuju 62,5 uM
eBHJICHTaH je cMameH Opoj hemmja CT26 koje anxepupajy 3a miactuky (Crnmka 1). Hemro
Mame cMameme Opoja aaxepeHTHux CT26 hennja ce youaBa HaKOH TpEeTMaHAa KOMILIEKCHMA
C2 u C3. OBu pesynraru cy y ckiany ca pedynaratuma pooujenum MTT tectom (Purypa
12B). YouaBa ce u ga Cl u C3 wmemajy mopdonorujy CT26 henuja, wu3zazuajy
3a0KpyrJbHBame oBUX henuja, u To Hapounto Cl (Cnuka 1).

Cauka 1. Mopdomnoruja CT26 henuja HakoH 72 cara u3jarama UCIIUTHBAHUM KOMIUIEKCHMA
1 KOHTPOJIHO) CYICTaHIH.

Anamm3om ICso BpeqHOCTH M3padyHaTuX 3a ucnutuBaHe komruiekce Oakpa(ll) ca S-uzoankun
JIepUBaTHMa THOCAIMILWIHE KHCEIWHE W IMCIUIATHHE HAa CBUM TECTUPAHUM heJHjCKuM
nuaujama (Tabena 10) youasa ce na C3 ncnosbaBa Hajjaudl IUTOTOKCHYKH e(eKaT Ha CBUM
tectupanuM henujckuM nuHHjaMa. Mcto Tako, HajcmaOWju MUTOTOKCHYKK edeKar Tokasyje
C1 Ha cBUM TecTHpaHUM henujckuM TuHUjama, ciaenu C2 ca 605b0M akTUBHOLINY M OHJZIA, KAO
mro je u nmomenyro C3 (Tabema 10). bosbu mmurorokcuuku edpextrn C3 cy 3abenexeHn Ha
MUIjuM henujckuM JIMHUjaMa KapiuHoMa Tutyha u kosoHa y nopehemy ca xymanum. bosby
akTUBHOCT y mopehemy ca nucrutatuHoM C3 je ucmospro camo Ha henmjckoj JTMHUH MHUIIjer
kapuuHoMma kosiona CT26 (Tabena 10).
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Ta6eaa 10.

ICs0 BpemHocTH nMTOTOKCHYHOCTH Komruiekca Oakpa(ll) ca S-uzoanmkwn

nepuBatma tHocamunmwine kucenunHe (C1-C3) um nucrutatuHe mo0OujeHe HaKoH 72 caTa
u3Jarama XyMaHUX ¥ MULIjUX heujcKux JIMHUja KapuHoMa KojioHa u riyha onpehene MTT

TECTOM.
heaujcka 1Cs0 + SD (pg/mL)
JIMHHja

C1l C2 C3 Hucniatuna
A549 267,31+42,24 271,75+58,77 198,19+41,47 5.26+0.81
HCT116 375,52+58,88 221,25+64,21 178,25+32,11 58.19+13.12
SW480 188,52+25,87 172,54+30,18 170,19+42,27 17.31+4.26
LLC1 341,21+57,56 162,32+32,15 74,85+17,54 <7,8
CT26 274,51+47,55 142,47+30,21 53,57+9,54 64,87+6.85

AHanM30M HMHAEKCA CeIeKTHBHOCTH yodaBa ce na C3 ucnospaBa Behy IMTOTOKCHMYHOCT Ha
TymMopckuM henmjama Hero Ha henujama HopMaHUX GuOpobdIacTa, HHIEKC CEIEKTUBHOCTH j&
Behu ox 1 3a cBaky o ucnUTUBaHUX TyMopckux henmjckux nunuja (Tabenma 11). Ako ce
WHJIEKC CEJIEKTUBHOCTH MCITMTHBAHUX KOMIUIEKCa OaKpa MOpeIu ca MHAEKCOM CEIeKTUBHOCTH
KOHTPOJIHE CyICTaHIle, LUCIUIaTHHE, youaBa ce Aa C3 nuMa BehM MHIEKC CEeeKTUBHOCTH HETO
UCIUIaTHHA 3a henujcky TuMHMjy MHIIjer KapuuHoMa Koiona. OBaj Hama3 ykasyje ma 6u C3
€BEHTYaJHO MOTao Jia UCIOJbH Mamky TOKCHYHOCT M omiTeherme opraHa Hero HUCIUIaTHHA iN
Vivo.

Tabena 11. Unaekc ceJIeKTUBHOCTH KOMILIEKca 0aKkpa W HHMCIVIATHHE HA XyMaHUM H
mumjuM hejaujckum auHMjama kapuumHoma miayha m kosnona. VIHIEKC CEIEKTUBHOCTH je
nobujen nerbemeM |Cso BpemHoctr 3a henmjcky nmHHjy xymanux ¢uopoodmacta, MRC-5,
oJHOCHO MulIjux ¢udbpodnacta, 3T3, ca 1Cso BpenHouhy 3a oapeheHy XymaHy MM MHIL)Y
TyMOpPCKY henujcky JuHHjy.

Nnaexc ceJIeKTHBHOCTH

Cl C2 C3 HucrmiaTuna
A549 0,94 0,88 1,20 12.89
HCT116 0,92 1,09 1,34 1,16
SW480 1,84 1,39 1,41 3,74
LLC1 1,01 1,48 3,19 10,81
CT26 1,26 1,69 4,47 1,04
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4.9. Kommiekcu 6axpa(ll) ca S-u3oankun nepuaruma
THOCAJMINJIHE KHCEJINHE HHAYKY]Y anonTo3y TYMOPCKHUX
heamja

[ToreHnujan TecTUpaHUX KOMIUIEKCA Ja WHAYKYjy anonTtody henuja KapruHOMa KOJIOHA U
wiyha je oapehuBaH aHaiM30M MPOTOYHOM IUTOMETPHjOM TpeTHpaHuX henuja 00ojeHUX
Annexin-om V u nponuaujym jonuaoMm. Pesynaratu mokasyjy ga cy cBu komruiekcu Oaxpa(ll)
ca S-M30aNKWiI JepuBaTHMa THOCATUIMIIHE KHCEIMHE U3a3Bajy Cy amomnTto3y henuja muijer
kapiuHoma tuiyha, LLC1 (@urypa 13). 3uatHo Behu mponenar henuja LLC1 Tperupanux
komriekcuma C1 (p < 0.001) u C2 (p < 0.005) y toky 24 cara OHO je y paHO]j aromnTo3u y
nopehemwy ca HerperupanuM henujama (durypa 13A). Takohe, 3HauajHo je Behu mpoieHar
LLCI1 henuja tperupanux xommiekcom C1 (p < 0.05), 2 (p<0.05), u 3 (p<0.005) y Tpajamy
ol 24 cara 6uo y KacHOj anonTo3u y nopehemy ca Herpetupanum henunjama (Qurypa 13A).
[Mporienar LLC1 henuja xoje ce HakoH TpeTupama komiuiekcuma Oakpa(ll) ca S-uzoamkun
JIepUBaTHMa THOCAIUIIMIIHE KUCEIIMHE Halla3e y PaHoj arlonTo3u je Behn ol mpoleHTa OBUX
henuja HakoH TpermaHa nucmiaTuHoM (Purypa 13A). Kao mro je nmpuka3zano Ha Purypama
13A u 13B, Behuna LLCI henuja, nocie tpetupama komruiekcuma 6akpa(ll) ca S-uzoankun
JIepUBaTHMa THOCAIMIIMIIHE KUCEITMHE U MUCIUIATHHOM Y Tpajamy of 24 caTa, je y (a3u kacHe
anonro3e. [Iponenar pano- u xkacHo- anontoruyaux LLC1 henuja je Behu HakoH TpeTHpama
oBux henmja komruiekcuma 6axpa(ll) Hero HakKOH TpeTHUpama UCTOM J030M LHUCIUTaTHHE, 62.5
uM (Purypa 13A u 13B).
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@urypa 13. Kommuexcu 6akpa(ll) ca S-mzoankun nepuBaTMMa THOCAIMIIUJIHE
KHCeJIMHe HWHAYKYjy amonTo3y heamja wmumjer kapuudHoma miayha. Anonrosa
Herpetupanux U LLC1 henuja Tpetupanux y Toky 24 caTa IUCIJIATHHOM M KOMILIEKCUMA
6axpa(ll) ca S-u30aaKWI JepuBaTHMAa THOCAIUITMIIHE KUCETUHE ¥ 1031 62.5 M aHanu3upana
je mporouHoM ruToMeTprjoM henuja o6ojernx Annexin-om V (FITC) u monuaujym joauaom
(P1). (A) Tlomanum cy mnpencraB/beHH Kao cpefme BpeaHoctd + SD, Tpu He3aBHCHA
excnepumenrta, *p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.001 yka3yjy Ha pa3nuky wusmebhy
TpeTupanux u Herpetupanux hemuja. (b) PenpesentartuBau dot plot-oBu wmiyctpyjy
nonynanujy BujabunHux (AnnV- Pl-), pano anontormunux (AnnV+ Pl- ), xachHo
anontoruaaux (AnNNV+ Pl+) u nekpotuunux (AnnV- Pl+) LLC1 henuja.
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VY ckmagy ca m00po MO3HATOM HHUCKOM IIMTOTOKCHMYKOM AaKTHBHOIINY IUCIUIATUHE Y
KOJIOPEKTAITHOM KapIUHOMY W TPWIMYHO CJIa0MM KIMHUYKOM OJrOBOPOM Ha Teparujy
UCIUIATHHOM KOJ 00o0Jenux oj kKojopektanHor kapuuHoma (119, 120) je u pesynratr oBe
CTyIHje y KO0joj je moka3aHo ga MuHnuMaiHu nporeHat HCT116 henuja moanexe amonTo3u
HAaKOH TpeTMaHa muciaTuHOM (Qurypa 14A). Mehyrtum, C3 je HHIYKOBaO amomTo3y
HCT116 henuja y 3uauajuo Behem mponenry (Purypa 14A u 14B). Iporenar pano- (p <
0.01) u xacHo- anonTotuunux (P < 0.05) HCT116 henuja tpetupanux komiuiekcom C3 (62,5
uM) je craTuCcTHYKH 3Ha4YajHO Behu y mopehemy ca MporieHToM oBUX hesrja HaKOH TpeTMaHa
ucrom no3om nuciiatude (Gurypa 14A). Hajeehu nponenar anonrornunnx HCT116 henuja

JIETEKTOBAH MPOTOYHOM ITUTOMETPUjOM je y ckiaay ca HamazoM MTT tecra (Purypa 12b u
Tab6emna 10).

A

OpaHa anonTto3a
@ kacHa anonTo3a

=
N
)

*%

=
o
—

| =l

HeTpeTupaHe uucnnatmH Cl C2 C3

MpoueHat HCT116 henuja

o N b~ O @
1

49



HeTpeTupaHe

Q1
038

114

uucnnatuHa

301
0.63

FL3-H - PIPercP
Pl PeeCP

FL3*H

Ql
099

v v vy

0 2 2 4 o 1 2
10 10 0 10 10 10 10 10 10 10
FLI-H - Aneksin VFIMTC Cuz FLI-H - Ansksin V FITC Cu3

R P A 4
w oo Q2 0 0t Q2 ) a1 Q7
136 103 043 189 057 516

| ParcP

3H Pl PeeCP
G».
"

3H

FL3H _ PIPerCP

FL

F

Q3
10.00

s -
4

AnnexinV >

®urypa 14. C3 unaykyje amonTo3y heimja XyMaHOI KOJIOPEKTAJTHOI KapIHHOMA.
Amnonro3a Herperupanux nu HCT116 henuja Tpetupanux y Toky 24 caTa LUCIUIATUHOM M
komiuiekcuma Oakpa(ll) ca S-m3oankui aepuBaTHMa THOCATUIMIHE KHCENIWHE y 103U 62.5
UM aHanu3upaHa je MpoOTOYHOM HuUTOMeTpHjoM henmja o6ojernx Annexin-om V (FITC) u
nporuaujym joaumom (Pl). (A) Tlomamm cy npesicTaBibeHH Kao cpeame Bpeanoctd + SD u3
TpU He3aBUCHa ekcrepuMeHTa. *p < 0.05, **p < 0.005 yxa3yjy Ha pasiauky uszmehy
TpeTupanux u Herpetupanux hemuja. (B) PenpesentatuBaum dot plot-oBu wmiyctpyjy
nonynanujy BujabunHux (AnnV- Pl-), pano anontormynux (AnnV+ Pl- ), xacHo
anonrornyaux (AnnV+ Pl+) u mekpotuunux (AnnV- Pl+) HCT116 henwuja.

Jlasme je aHanmu3upaHa cOCOOHOCT MCIUTHBAHUX KOMILIEKCa 0akpa /a U3a30By aroONTOTCKY
cMmpT henuja mumnijer kapumHoMa kojona, CT26. Ipouentu anontorckux CT26 henuja cy
Behu y mopehemy ca HeTperupanuMm henvjama, anm Mamu y mnopehemy ca mporeHTUM
anontorckux CT26 henuja tperupanux nucruiatuHoM (Purypa 15A u 15b). Mehyrum,
cratuctuuka 3HadajHocT (p < 0.05) neTexToBaHa je caMo 3a pasznuke u3Mel)y nporeHTa henuja
KOje Cy y paHoj amonrto3u u Tperupane kommuiekcom Cl u Herpetnpanux henuja (durypa
15A). OBaj pesynrar je y ckiaay ca ¢asHO-KOHTpacTHOM MuKpockonujom CT26 hemmja
KOjoM je youyeHO 3aokpyxkuBame CT26 henmja y kynrypama Tperupanum komiuiekcom C1
(Cnmxka 1).
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Annexin V

@urypa 15. Kommuaexcu 6akpa(ll) ca S-mzoankun nepuBaTMMa THOCAIMIIUJIHE
KHCeJIMHEe MCNo/baBajy c¢jad anontorcku edexar Ha hejuje MulIjer KapuuHoMa
KoJI0HA. Ariorito3a HeTpetupannx u CT26 henuja TpeTupanux y Toky 24 cara MUCITIATHHOM
u 6akap(ll)-xkomriekcuma y 1o3u 62.5 UM aHamu3upaHa je MpOTOYHOM IIUTOMETPHjoM hemuja
o6ojenux Annexin-om V (FITC) u nportuaujym jomuaom (Pl). (A) Tloganu cy npencraBbeHH
Kao cpelme BpeaHocTy + SD, Tpu He3aBucHa excniepuMenTa, *p < 0.05, **p < 0.005 yka3yjy
Ha pa3nuKy usMel)y Tpetupanux u Herpetupanux henuja. (b) Penpesenratusuu dot plot-ou
WIycTpyjy nomynanujy sujadmwiaux (AnnV- Pl-), pano anontornunux (AnnV+ Pl- ), xacHo

anontoruuaux (AnNNV+ Pl+) u nekpotuunux (AnnV- Pl+) CT26 henuja.
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4.10. AuTunposmdepaTuBHA AKTUBHOCT KOMILJIEKCA
O0akpa(Il) ca S-uzoajkuJ JepuBaTUMA THOCAJTULNIHE
KHceJuHe Ha hesiMjaMa KOJIOPEKTAJIHOT U KAPUMHOMA
miayha

Ki67 je mporenn koju ce Besyje 3a JIHK, uspaxen je y mponudepaTHBHHM, ald HE U Y
mupyjyhum henmujama u cmarpa ce Ja ydYecTByje Yy Tpolecy mpoiudepanuje.
AnTHnponudepaTuBHU €(PEeKTH HCOUTUBAHUX MOJIEKYJIa MOTY C€ NPOLEHHTH IPOIEHOM
HuBoa excrpecuje Ki67 y tperupanum henmjama (121). Kako Ou mcnmrtany MOTEHIMjATHY
aHTUNpoH(epaTUBHY AaKTUBHOCT KOMIUIEKCa Oakpa aHaIM3Hpald CMO HPOTOYHOM
UTOMETPHjOM TPOIEHAT TYMOPCKMX henuja Kojeé HaKOH TpeTUpama KOMILICKCHMA
ucnosbaBajy Ki67, kao u HUBO eKCIIpecHje OBOT MoJieKyJsa Ha HuBoy henuje. IIporenar LLC1
henuja koje HaKOH TpeTHUpama CBUM KOMIUIEKCMMa Oakpa W IUCIUIATHHOM EKCHPUMHUPA]y
Ki67 je mamu y mopehemy ca Herperupanum henmjama (durypa 16A). Kao mro je
npukazano Ha Ourypu 16A mnpouenar Ki67 mnosuruBaux LLC1 henmja Tpetmpanux
komiuiekcom C2 (y mo3u ox 62,5 uM) 3HauajHo je Mamu y nopehemy ca npoueHtom Ki67
NO3UTHUBHUX henuja Tpetwpanux nuciuiatuHoM (Durypa 16A). Takohe, 3HauajHO Mama
ekcripecuja Ki67 je youena y henujama TpeTupaHuM mucriiaTiHoM U komiuiekcuma Cl u C2
y nopehemwy ca Herperupanum LLC1 henujama (Ourypa 16B).
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®urypa 16. Kommuexcu 6akpa(ll) ca S-mzoankun JnepuBaTMMa THOCAIMIIUJIHE
KHCeJInHe cMambyjy ekcnpecujy Ki67 y hesmjama mumjer kapuuaoma miyha. ITpouenar
Ki67 nosutuBaux LLC1 (A) henuja usnoxenux Oakap(ll) komriekcuma WM HUCILIATHHH
(62.5 uM) y Toky 24 h ompeljeH MpPOTOYHOM IIMTOMETPHjOM MPEACTABILEH j€ Kao Cpe/rba
BpenHocT +SD u3 Tpu HesaBucHa excriepuMmenTa. [lomanu cy anamusupanun CTyneHTOBUM
tectoM, *p < 0.05 ykazyje Ha paznuky usMmel)y TpeTHpaHHX U HeTpeTHpaHux henuja.
PemnpesenraTiBHM XHcTOrpaM ekcrpecuje (cpeamu uHTEH3uTeT (uyopectennuje) Ki67 y
TpeTUpPAHUM U HeTpeTupaHuM henujama u ctpareruja rejtopama (b).

JlerexkroBaHa je cialuja aHTUNpPOIU(EpaTHBHA aKTUBHOCT MCIUTHBAHUX KOMILIEKca Oakpa
aHaim3oM oBor egdekra Ha hemnjama xymanor (HCT116) u mumjer (CT26) xapunHoma
kosioHa (durypa 17). Mely Tectupanum KoMIulekcuMa Oakpa ca S-M30aJIKMII JiepuBaTUMa
THOCAIHITIIIHE KucennHe, camo je Cl je ucnosbro antunponudeparuBHu edexat Ha henujama
XyMmaHor konopekraiaHor kapuuHoma, HCT116. ITpouenar Ki67 nosurusaux HCT116 henuja
je craructuuku 3HayajHo Mamu (P < 0.05) HakoH Tpermana komiuiekcom C1 y mopehemy ca
HerperupanuM henujama (Durypa 17A). Ipouenar Ki67 mosurusaux HCT116 hemuja je
MarH HaKOH TPETMaHa IUCIUIATHHOM Y Topehemy ca KOHTPOJIHHUM, HeTpeTHpaHuM henrjama,
alk Ta pa3iifKa HHje CTaTUCTUYKU 3Ha4yajHa (Durypa 17A). Mama excripecuja Ki67 henuja je
nerekroBana y HCT116 henujama tpetupanum komriekcoMm C1, Kao ¥ IUCIUIATUHOM, HETO Y
HeTpetupanuM henujama (Purypa 17A, necuu nanen). Kommnekcu Oakpa ca jgepuBaTHMa
TUOCAIMIMIIHE KHUCEJIMHE HE JeNy]y aHTHnpoiaudepaTHBHO Ha henuje MUIIjer KapruHOMa
KOJIOHA, OIHOCHO He cMamy]jy nporeHar Ki67 mosutusaux CT26 henuja (durypa 175).
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®urypa 17. Kommuexcu 6akpa(ll) ca S-mzoankun nepuBaTMMa THOCAIMIIUIHE
KHCeJIUHEe OCTBapyjy cjad antunpojudepatuBHu edexar Ha henmjama kapumHoma
kosioHa. [Ipouenatr Ki67 mnosutuBaux HCTI116 (A) m CT26 (b) henuja wu3noxeHux
komiuiekcuma Oakpa(ll) wnu mucrutatian (032 KOMIUIeKca U nuciuiatuie 62.5 uM) y Toky
24 carta oxpeheH MPOTOYHOM ITUTOMETPH]OM MPEACTABIBEH je Kao cpeama BpeaHocT + SD u3
Tpu He3aBuCHa excniepuMeHnTa. [loganu cy anamusupanu CtyaentoBum t tectom: *p < 0.05
yKa3zyje Ha pa3iuKy u3Mely TpeTHpaHMX W HeTpeTHpaHux henuja. PemnpeseHTatnBHU
XHCTOrpaMm ekcrpecuje (cpeamu uaTeH3uTeT ayopeciiennuje) Ki67 y HCT116 henujama (A,
JICCHY TaHEed).

4.11. Kommiexcu 6akpa(ll) ca S-u3oankun nepuBaruma
THOCAJIMIMJIHE KHCEeJINHE 3ayCTaB/bajy TyMoOpcke hennje y
G2/M ¢a3u heaujckor mukayca

Jlarjbe cMO MCTpakwiiM Ja Jin HOBHM Komruiekcu Oakpa(ll) ca ca S-uzoankun aepuBaTtima
TUOCAJIMIMIIHE KUCEJIMHE YTUYY Ha henujcku IUKIYC, Ma je MPOTOYHOM LUTOMETPH)jOM
aHaJM3UpaH IpoleHaT henrja KapIMHOMa KOJIOHA Yy pa3nuuuTiM (a3ama hemujckor mukiyca,
HeTpeTupaHux (rajeHux caMoO y MEIMjyMy) M HaKOH JIBAHAeCTOYAaCOBHOI TpeTHpamba
KOMILIEKCUMa Oakpa WM LUCIUIATHHOM y 103 62,5 uM. Tperman n koMmIjiekcuMma 6akpa u
[MCIIIATUHOM 3HauajHo je nmoBehao mpouenar HCT116 henuja xoje ce Hanaze y G2/M y daszu
hemujckor muknyca (Durypa 18A). Jlasbe, TpeTMaH KOMILIEKCHMa Oakpa U HUCILIATHHOM
cmamuo je npoueHat HCT116 hemuja y S u Go/G1 ¢a3u henujckor nukiayca (Ourypa 18A).
C3 je umao Hajehm yrtunaj Ha nuctpubymujy HCT116 henmja mo pasnuuutum Qaszama
hemujckor 1ukiayca henmja, ca Hajehum nporentom hemuja y G2/M (dasu v BeTHMKUM
CMameHhEM MPOLIeHTa OBUX henwrja koje ce Hanmaze y S dasu (Purypa 18A). lobujenn noganm
nokaszyjy aa Oakap (ll) xomruiekcu ca S-M30aJKWI JepUBaTUMa THOCATUIIAIHE KUCETHMHE
uHXuOMpajy henujcky nponudepaiujy 3aycTaB/balbeM HalpeoBama henmjckor nukiyca y
G2/M da3u u BepoBaTHO HaKHAJHOM HMHAYKIHjoM aronto3e y HCT116 henujama. Hajjaun
edpexar C3 Ha nopemehaj henujckor nukiyca je y CKiaay ca Haju3pakeHUJUM arloNTOTCKUM
edexrom oBor komiuiekca Ha HCT116 henuje (durypa 14).

Amnanuza henujckor mukinyca y CT26 hennjama TpeTupaHux KOMILIEKCUMA je rmokazana ga C3
u3asuBa 3actoj oBux hemuja y G2/M ¢asu hemujckor mukmyca (durypa 18B). Ciudno,
[UCIIATHHA je (ITOJ] UICTUM YCIIOBUMa TpeTHpama, 12 cati y 103u 62.5 M, Kao 1 KOMIUIEKCH
Oakpa) uzasBana akymynanujy CT26 hemuja y G2/M ¢dasu henujckor mukinyca (Purypa 18B).
C1 u C2 nucy uzaspanu nopemehaje henujckor nuxmyca CT26 henmja.
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®urypa 18. Kommuexcu 6akpa(ll) ca S-mzoankun JnepuBaTMMa THOCAIMIIUIHE
KHCeJIHHEe WHIAYKYjy 3aycraB/bambe hemmjckor mmxiayca y G2/M ¢asu. Pacnopena
HCT116 u CT26 henuja mo paznuuntim (azama henmjckor nukiyca oapehena je aerexnnjom
oBux henuja obojerux Ruby Gojom mpoTtouHom rmromerpujom. Ilogamu Cy mpeacTaB/beHU
Kao Cpe/rha BPeIHOCT mportieHTa henuja y pasnuuntum (azama hemujckor nukiayca (G1, S u
G2/M) £ SD y HaBeseHHM rpymnaMa 3a 3 moHaBbama, *p < 0.05, **p < 0.01 ykasyjy Ha
pasnuky u3mely TpeTupaHuX U HETPETHpPaHUX henuja.
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4.12. AuTutymopcku eekar komimiiexkca 6akpa(ll) ca S-
U30aMWJI IEPUBATOM THOCAJIUIMIHE KHCEJIHHE Y
XeTePOTONCKOM MO/IeJIy KAapUMHOMA KOJIOHA MHUIIIA

4.12.1. Kommuekce 6axpa(ll) ca S-m3oamuia nepuBarom
THOCAJMINJIHE KHCEJINHE PelyKYje pacT NpuMapHor
XeTEePOTONCKOI KAPIMHOMA KOJIOHA MHIIIA

[To3utnBHU edexTH acnupuHa (ANETUICATULINUIHE KUCEINHE) Y MPEBEHIN]U KOJIOPEKTATHOT
KapIuHOMa Cy 100po mo3HaTu. HeKkonmko pa3nuyuTX MexaHu3ama je OJrOBOPHO 3a OMKCaHe
MO3UTHBHE e(EeKTe AleTWICATHINIHE KUCEIMHE Yy TMPEBEHIMjH KOJIOPEKTAITHOT KapLUHHOMA
yKJbYyuyjyhu MHXUOUIM]Y HUKIOOKCUTeHa3e, MHAYKIHU]Y arlonTo3e, MHXUOUIN]y aKTUBHOCTH
NF-kB, mnojawany perynamujy TyMOp Cynpecopckux TreHa u uHxubOummjy mMTOR
curHanm3anuje (122). HaBeneHe akTHBHOCTH Cy BEPOBATHO IMOCPEIOBAHE CATHIIMIATOM,
rIaBHUM ~ MerabonutoM acnupuHa. Canmununar Takohe HMHXUOUpA €H3UM  JIM3UH
aneTuinTpancdepasy U Npoiiec enuTEITHO-ME3EHXUMCKE TPaH3UIIMje HHXUOUINjOM eKCIIpecHje
mynnHa MUCL u mHXUOUIIHjOM MPOIyKIHje MPONH(IaMaINjCKIX IUTOKHHA W HA Ta] HAYMH
MOKE Jla MHXUOHMpa MpOrpecHjy KOJIOpPEKTaTHOr KapuuHoma Oyayhu na je mpekoMepHO
uzpaked MUCI y henujama paka nedesior mpeBa moBe3an ca JomijoM mporaosom (123). C
003upoM Aa nHGIaMaIMjCKO OKpY>KeHe MpoMoBuIIe henujcky mposiudepaiujy, aHruoreHesy
Y PE3UCTEHIIMjy Ha aroNTOTO3Y U Jia CAMIMIATH UMajy aHTUHH(IaMalujcKa aejcTea in vivo
(124), nasme cy aHaNM3UPaHU AHTUTYMOPCKH e(eKTH KOMIUIeKca Oakpa ca THOCATHIIMIHAM
JIepUBaTOM IN VIVO y XETepOTONICKOM MOJIETy IPUMapHOT KapimHOMa KojioHa muIia. Hajeehe
CMamelke BHMjaOMIIHOCTH TYMOpPCKHMX henuja KapuMHOMa KoJioHa Mumia octBapuo je C3
(Ourypa 12B, Tabenma 10) koje je mpaheHo Hajehom cenexktuBHOmINy, Ha ImTa yKasyje
uHnekc cenextuBHoctd (Tabema 11), ma je 3a masbe iN VIVO HCIUTHBame ogabpaH OBaj
KoMIuiekc. Kao excrnepuMeHTamHu MOJen KOpUIINeH jé MOJEN MPUMApPHOT XETEPOTOICKOT
KaplMHOMA KOJIOHA MMIIA KOjH je M3a3BaH cyOKyTaHoM ammmkarmjoM 1x10° CT26 hemwmja y
nop3onymobaau npeaeo BALB/c mumia.

Kpatku tperman komriekcoM C3 y mo3u ox 5 mg/Kg TenecHe TexHHE, MPUMEHEH Yy J1Ba
UKJIyca ca IeT J03a [0 LUKIYCy, MOYEBIIN OJ TPHUHACCTOI JaHAa HAKOH HMMIUIAHTAlH]je
TYMOpPCKUX hemnuja, MoBe3aH je ca 3HayajHUM CMamemhEeM pacTa MPUMAapHOI XETepPOTONCKOT
KapuuHoMma kojioHa muina (durypa 19A). Yetnpu naHa HAKOH MpHUMara MOCIEHAHE 03¢
UCIIMTUBAHOT KOMIUIEKCA je 3allpeMUHa TyMOpa y TPYIU MHIIEBa TPETUTPAHUX KOMILIEKCOM
C3 3nHauajHo cmameHa y motpehemy ca TpymoMm HeTpeTupaHux wmwumena (Durypa 19A).
TpeTMaH HUCIIIATHHOM KOjH j€ CIPOBE/IeH Ha UCTH HAYMH Kao U TPETMaH KOMILIEKCOM Oakpa
je Takohe cMamHO pacT INPUMApHOT TyMmMOpa, alM pa3jiMKe y 3alpeMUHU TyMopa HHCY
JIOCTUTJIE CTAaTHCTUYKY 3Ha4dajHOCT. TeXMHA TyMopa 3HAUajHO je CMameHa KOJ MMIIeBa
Tpetupanux Komiuiekcom C3 y mopeljewy ca HeTpeTHpaHuM kuBoTHmaMa (Purypa 195B).
TpeTMaH NMCIUIATUHOM j€ CMambUO TEXKUHY TymMopa Yy Tnopehemy ca HeTpeTHpaHuM
)KUBOTHbAMa, ajli OBa pa3liika HHje JOCTUIJIA CTAaTUCTUYKY 3HadajHocT (Durypa 19B).
[lItaBumie, cpenma BpeAHOCT TEXKUHE EKCTUPIUPAHOT NIPUMAPHOT TymMOpa y Ipyld MUIIEBa
koja je mpumana C3 je CTaTHCTUYKU 3HA4YajHO Mama y mnopehemy ca cpeamoM BpegHouihy
TEXHHE TyMOpa y Tpyl¥ MULIEBa TpeTUpaHux nucniaatuHoM (durypa 19b).
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®urypa 19. C3 cmamyje pacT npuMapHor Tymopa. MuiieBrma cy CyOKyTaHO UHjeKTHpaHe
CT26 henuje m o1 OCMOT J1aHa Cy MPUMaIM WM KOMIUIEKC Oakpa, WJIM IUCIUIATUHY WU
¢uzuomnomku pactsop. A) Kpuse npuka3syjy 3anpeMuHy TyMmopa I10 rpyrnamMa, y pa3InduTuM
JaHUMa O] MHOKYJallije TyMOpCKUX hemnuja, mpuMeHa KOMIUIekca Oakpa M LHUCIUIATUHE je
3armoueta o 13. maHa mo uHOKynanuju Tymopckux hemwuja; b) I'paduk npukasyje Texuny
TyMopa TI0 Tpyrnama 24 aaHa oJ] To4eTka MpUMeHe UCITUTUBAaHUX cyricTanny; *p < 0.05.
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Excrpecuja Monekyna ykjbydeHuX y nporiec anmonto3e (HuBo nPHK) ananusupana je y TKuBy
npumMapror tymopa real time RT PCR meromom y cBe Tpu rpyrne MuiieBa. Ekcrnpecuja
MPOANoNTOTCKOr MoJiekyna BaX m kacmaze 3 je crarucrtuuku 3HadajHo Beha (p < 0.05) y
IpyIH MHIIEBA TpeTUpaHUX KoMIuiekcoM C3 y mopehemy ca rpynoM HeTpeTUpaHUX MHIICBA
(Durypa 20). Ekcripecrja 0OBUX MOJIEKYJa je y TPyl MUILIEBA TPETHPAHUX HUCIUIATHHOM
Beha y mopehemy ca rpyrnomM HETpEeTHpaHUX MHIIEBA, ajlk j€ Mamka HEro y rpyld MUIIEBa
tpetupanux komiuiekcom C3 (Durypa 20). Hana3 HajBehe ekcripecuje MOJIeKysa YK/bYYEHUX
y aronTo3y y TKUBY MPUMApHOT TKHBA KapIIMHOMA KOJIOHA MUIIEBA TPETUPAHUX KOMILUIEKCOM
C3 (durypa 20) je y ckiaay ca HajJa30M HajMambe 3alPEMHUHE M TeKUHE TyMOpa y OBOj IPYIU
(Purypa 19).
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®urypa 20. C3 noBehaBa ekcmpecujy nmpoamoToTckor MoJiekyJjaa BaX m kacnase-3 y
TKUBY NMpUMapHor tymopa. PematuBHa excrnpecuja Bax u kacmasze-3 y TKHBY NpHMapHOT
TYMOpa, HOpMan3oBaHa y onHocy Ha ekcrpecujy GAPDH anamusupana je real-time qRT-
PCR wmeronoM u mpuKkazaHa je Kao cpeama BpeaHoct = SD (5 y3opaka mo rpymw).
Craructiuka 3HauajHOCT je onpeherna Mann-Whitney tectom, * p < 0.05.

[Tpotoonkoren CMyC ydecTByje y mporpecuju henmjckor HMKiIyca HHAYKLHJOM €KCIpecHje
mukimHa D (125) mro noactuue henumjcky neody u pact tymopa, na je real time RT PCR
METO/IOM y TKHMBY IpUMapHOT TyMOpa aHaJIM3MpaHa eKcrpecHuja Mojekyiaa CMyC u nukiuHa
D3 (auBo nPHK). Excripecuja CMyC u nukimaa D je cMameHa y Tpynu MHIIEBa TPETUPAHUX
komruiekcoM C3 y nopehery ca KOHTPOJIHOM TpYIIOM MUIIIEBA, alld pasjMKa HHUje JOCTHUIIIA
cTaTUCTUUKY 3HadajHOCT (DPurypa 21). OBu pesynaratu ykasyjy na C3 cmamyje pact Tymopa
in Vivo, BepoBaTHO ¥ MHYKIIMjOM arorTo3e, ajli U HHXHOUIHjoM J1eo0e TyMOopckux henwmja.
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®urypa 21. C3 cmamyje ekcnpecujy nuukianHa D3 u CMyC y TKHBY pUMapHoOr TymMopa.
PenatuBHa ekcnpecuja nukinHa D3 u CMyC y TkuBy mpumapHOT TyMOpa, HOPMaJIU30BaHa Yy
onHocy Ha excnpecujy GAPDH ananusupana je real-time qRT-PCR meTonoM u npukasana je
Kao cpemma Bpeanoct + SD (5 y3opaka mo rpynu). CTaTucTHYka 3Ha4ajHOCT je oapehena
Mann-Whitney Tecrom.

4.12.2. Komnaekc 6akpa(ll) ca S-mzoamun nepuBaTom
THOCAJIMIIAJIHE KHCEJIMHE PeayKyje MeTacTase y jeTpH u
miyhuma MuiieBa ca npuMapHUM XeTEPOTONCKUM
KAPIIMHOMOM KOJIOHA

TkuBa jerpe u 1uyha cy ananu3upana 24 naHa HaKOH WHOKYJAIMje TyMOpPCKHMX henwja y
rpynama HeTpeTHUPaHUX MUIIEBA U MUIIEBA KOjU Cy MHTPANePUTOHETAHO MPUMIINA KOMITJIEKC
Oakpa Wi NUCIUIATHHY. Ypal)eHa je XUCTOJIONIKA aHAIM3a 10 MET CePHJCKUX MpeceKka TKUBa
jerpe u uryha 060jeHuX XeMaTOKCHIMHOM U €03UHOM.

Tabena 12. Unumaenna meracrasupama y jerpu M miayhmma. Ilponenar mwumesa ca
JIETEeKTOBAaHMM MeTacTazama y ruiyhuma u jetpu oapehen je 24 nmana mociae WHOKYJAIuje
TYMOpPCKUX hemuja y KOHTPOJIHOj TPYIIH U IpylaMa MUILEBa Koje Cy MPUMIIIM 2 myTa Mo MeT
71032 LUCTIIaTHHE WM KOMILIeKca Oakpa.

Kontposa  Iucnuatuna C3
IIpouenar MI/I[[I?Ba ca 88,89 50 o5
MeTacrazaMay jeTpu
IIpouenar muiesa ca 88,89 50 o5

MeTracTta3ama y miyhuma
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XHUCTONOMIKOM aHaNu30M ITyha TpeTHpaHuX U HETpEeTHpaHUX MUIlIeBa yTBpheHo je ma C3
cMamyje WHIUJACHIY IojaBe Meracrasa y miyhuma (Tabema 12). MU C3 u nucruiatuHa cy
CMamWIM TPOLEHAT MHIIEBA KOJU Cy pa3BWIM MeTacrase y Iulyhnma HakoH cyOKyTaHe
uHOKynanyje henuja kapunHoma kosoHa. IIponeHat muiieBa Koju Cy pa3BHIM METacTasze y
wiyhuma y rpynu HeTpeTHpaHux mumeBa je 88,89, y rpymu MumeBa Koja je mpumalna
LUCIUIaTUHY Ta] npoueHat je 50, ok je y rpynu koja je npumana C3 Taj npoueHat 25.
Pesynratu mokasyjy 1a je MHIUACHIIA MeTacTa3uparma y TpyIu MHIIEBa Koju cy npumanmu C3
IyTLI0 Mama y nopehemy ca rpyrnoM MHILEBa Koja je mpuMaia HUCIUIaTUHY.

Jlasba aHanmm3a TKMBHUX Mcedaka ruryha je mokasana ja je 6poj Meracrasa no miyhuma Behu y
IpyIH HETPETUPAHUX MUIIEBA y TIopehemy ca rpynama MHIIeBa TPETHPAHUX [TUCILIATHHOM H
komruiekcom C3, anu je Opoj MeTacTasza y Turyhrma MUIIIeBa TPETUPAHUX KOMILJIEKCOM Marmbu
y nopehemy ca rpynoMm muiieBa Tpetupanux nucruiatuHoMm (Cnuka 2). Takohe BenmunHa
NOjeIMHAYHUX MeTacTasa je Hajpeha y rpynu HeTpeTHpaHUX MHUIIEBA, Mamkba y TPYITU MHUIIEBA
TPETHpPaHUX LUCIUIATHHOM M HajMama y TPYNH MHIIEBa TpeTHpaHux kKomiuiekcom C3. Y
IPYyIM HETPETHPAHUX MHUIIECBA CYy YOUCHE METacTa3e KOje 3aXBarajy YMTaBe pexmeBe mryha
(Cnuxka 2, npBu pen, ciauke aecHo). Ca apyre crpase, y miiyhrMa TpeTHpaHUX MUILIEBA CY
youeHa T0Jba KpBapema Koja OKpyxkyjy meracraze (Cnmka 2, npyru u Tpehm pen, civke
necHo). KpBapema cy uspaxkeHuja y miyhnma MumeBa TPeTHPaHHMX LUCIUIATHHOM HETO Y
IPYIU MUIIEBA TPETUPAHUX Komiuiekcom C3.

KOHTpona

Cauxa 2. Penpe3eHTaTUBHU MCEUIM TKUBA ITyha 000jeHMX XeMaTOKCHIMHOM U €03UHOM 24
JaHa HakoH TpaHcimiantanuje CT26 hennja.

Hana3u no0ujeHn aHaIM30M HcevaKa jeTpe Cy CIIMYHU Hajla3uMa aHaim3e TkuBa uryha. C3 je
CMamHO MHIM/CHIYY MeTacTasupama y jerpu (Tabena 12). Mumiesu kojuma cy CT26 henuje
aTluTMKOBaHe CyOKyTaHO, a KOjH HUCY TPETUPAaHU KOMILIEKCOM Oakpa WM IHCIUIATHHOM Y
88,89% cy pa3Buwim mMeracrtase y jerpu, HacynpoT 50% muieBa ca MeractazaMa y jeTpH KOju
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Cy mpuMalld IUcIuiaTuHy u 25% MuIieBa ca MeTacTazama y jeTpu y TPy Koja je mpumaia
C3 (Tabena 12). Canuno kao M y ruryhuMa, HOBpIIMHE METAacTa3a y jeTPH HETPETHPAHHX
MmumieBa cy Behe y mopehemy ca BenMYMHOM MeTacTaza y jeTpamMa MHILIEBAa TPETUPAHUX
muciiatuaoM (Crmka 3). YV jerpama MHUIIEBa TPETUPAHUX KOMIUIEKCOM Oakpa Cy yOodeHe
MUHHUMAaJIHE MeTacTa3e, MHIMIMjEHTHE, KOje OKPYXYjy KpPBHE CYyJIOBE HIIM XXy4YHE ITyTEBE
(Cnuka 3). bpoj Meracrasa 1o jerpu je HajBehu y Ipynu HETPETUPAHUX MHILEBA, MambH y
Ipynd MHIIEBA TPETUPAHUX IUCIUIATUHOM U HajMambHM y TPYINU MHIIEBA TPETUPAHUX
xomriekcoM C3. Ilosba kpBapewa cy youeHa y jeTpama y cBe Tpu rpymne muiieBa. Hajmamy
MOBPIIMHY 3ay3MMajy M0Jba KpBapema y jeTpu MulleBa Tpetupanux komiuiekcom C3 (Cramka
3, CIIMKE JIECHO).

KoHTpona

Komnnekc 3

Cauxa 3. Penpe3eHTaTUBHU HCEYIN jeTpe 000jeHH XEMaTOKCHIMHOM M €03MHOM 24 maHa
HakoH TpaHcrutantanuje CT26 henuja (xyTe cTpenuiie o3Ha4yaBajy MeTacTase, a TereT Mmojba
KpBapema).
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4.12.3. Kommuiekc 0akpa(ll) ca S-uzoamun nepuBarom
THOCAJIUIIMJIHE KUCEJIUHE Y TKHBY IPUMAPHOT TYMOpa
cMamyje eKCIpecujy MapKepa KaHIePCKUX MAaTHYHHUX
heauja Nanog

Kanmepcke wmaruune henuje wurpajy KJby4HYy VYIOTY Y peJanicuMa W METacTa3upamy
KosiopektanHor kapruaoma (126). Kosopekranne kaHimepcke MartnyHe henwuje, mopen
cneuuduyaux mapkepa kao mto cy CD44, CD133, CD166, Lgr5, ALDH1 u EpCAM,
eKCIPUMUpAjy YHHUBEp3aaHe Mapkepe MmaTtuuHoctd Nanog, Sox2 u Oct-4 (127) (128).
Ucnuramu cmo ytunaj C3 Ha eKkcnpecHjy YHHBEpP3aIHUX MapKepa MAaTHYHOCTH KaHIIEPCKUX
MatuuHuX henuja y TkuBy npumapaor tymopa real time RT PCR meromom. JloOujeru
pesynratu (Ourypa 22) ykazyjy na C3 cmamyje eKCIpecHjy cBa TpH UCIUTHBaHA MapKepa
KaHIEPCKUX MaTuyHuX henuja y TkuBy mnpumapHor CT26 Tymopa muina, 3a pas3iiuKy OJ
UCIIaTHHE Koja yTmue Ha mosehame ekcrpecuje Nanog. Mako je excmpecuja cBa Tpu
MapKepa MaTHYHOCTH CMameHa y Ipynu MuiieBa koju cy npumanmu C3 y mnopehemy ca
KOHTPOJIHOM TPYIIOM, CTAaTHCTHYKH je 3HaYajHO cMameHa camo excnpecuja Nanog (durypa
22).
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®urypa 22. C3 cmamyje ekcnpecujy Mapkepa MATHYHOCTHM y TKHBY HNPHMapHOT
Tymopa. PemaruBHa ekcrnpecuja Oct4, Sox2 wm Nanog y TKHBY NTpHMapHOT TyMoOpa,
HOpMainu3oBaHa y oaHocy Ha ekcrnpecujy GAPDH anammsupana je real-time gRT-PCR
METOJIOM W TIpHKa3aHa je kKao cpeama Bpeanoct = SD (5 y3opaka mo rpymnu). CTaTucTHuka
3Ha4ajHOCT je oapehena Mann-Whitney tectom.
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4.12.3. Kommuiekc 0akpa(ll) ca S-uzoamun nepuBarom
THOCAJIMIIIHE KHCEeJIMHE CMabyje eKCIpecujy MapKepa
uH(IaMan4je y TKHBY IPUMAPHOT TYMOpAa

WNudnamanuja urpa OUTHY yJIOTYy Kako Y WHIMjalldjd, TAKO U Y MPOTPECHjU KOJIOPEKTATHOT
karpuHoma. Ommcana cy Tpu Tuma MH}IaMaiuje Koja yTH4e Ha Pa3BOj KOJIOPEKTAIHOT
KapIMHOMa, XpOHWYHA MH(IaMaluja Koja MPeTXOIu KaHIeporeHe3u, MHpIamanuja Kojy
nokpehy came Tymopcke henuje u uHdamanmja Kojy uzasusa tepanuja (129). Ca tpu tuma
3anajpeha 3a MOCIEIUIy MMajy CTBapamke MHUKPOCPEAMHE KOja MPOMOBHUIIE pacT TyMOpa.
HNudpnamanuja kojy nokpehy tymopcke hemmje je mpoTymMopcka, OJHOCHO MOJCTHYE PACT
TyMopa u (popMupame yaabeHux Mmeractaza (38). I[lomTo je uCnUTUBAHM KOMILIEKC Oakpa
KOHjyTrOBaH Ca JIEpUBAaTOM THOCAIUIMIHE KHCEIMHE, UCIUTAH jeé M IOTEHIHMjalTHu edekar
KOMILIEKCa Ha cMamerme HHpuamanuje y TkuBy Tymopa. Real time RT PCR meromom je
ucnutad ytunaj C3 Ha ecknpecujy uH@uamanujckux monekyna TNF-o, npo-1L-B, ICAM-1,
VCAM-1 y TkuBy npumapHor tymopa. Kao mro ce Bugn Ha @urypu 23, C3 craTuCTUYKU
3Ha4YajHO cMmamyje ekcrpecrjy (HuBo MPHK) mupnamanujckux monekyna TNF-a, mpo-I1L-f,
ICAM-1, VCAM-1 y TKuBY TymoOpa, 3a Pa3iuUKy OJ IUCIUIaTUHE KOja 3HA4ajHO CMamyje
excupecujy npo-1L-f u ICAM-1.
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®urypa 23. C3 3Ha4ajHO cMamyje eKcnpecujy MH(pIaManMjcKuX MOJIeKYJIa Y TKHBY
npumapHor tymopa. PematmBraa excnpecuja mpo-IL-1B, TNF-a, ICAM-1 u VCAM-1 y
TKHUBY MPUMapHOT TyMOpa, HOpMallu30BaHa y oAHocy Ha ekcnpecujy GAPDH ananusupana
real-time gRT-PCR mertomoM mpukaszaHa je kao cpeama BpeaHoct + SD (5 ysopaka mo
rpynu). Ctatuctiuka 3HadajHOCT je oxpelhera Mann-Whitney Tectom.
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5. TMCKYCHUJA
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WMHnueHna KoJIopeKTaTHOT KapIIMHOMa M MOPTAIUTET Y3POKOBAaH OBUM TYMOPOM HMMajy CBE
Behy cromy Ha rmioOanmHOM HUBOY. CTaHAapIHO JIEYCHE KOJOPEKTATHOT KapIHOMA
YKJbyUyj€ XUPYPILIKH TPETMaH, XEMOTEpaIujy U paguoTeparujy KOju ce 4ecTo KOMOWHY]Y.
Xemortepanuja je, 30or HecnerupruyHe MUTOTOKCHYHOCTH U 3Ha4ajHOT omTehema HOpMaTHUX
henuja xoje ce xgenme, mopex pas3Boja pe3ucTeHNHje mpaheHa W OpOJHUM HEXKEIbEHUM
epexTuma. 300r Tora IOCTOjHM CTajHa MOTpebda 3a pa3BojeM HOBUX e(QHKACHUJUX U
QITEPHATUBHUX TepamneyTHKa 3a Jeuemhe O00O0JIeNNX OJf KOJOPEKTATHOI KapIUHOMA.
Komruiekcu ruiaTuHe ce cTaHAaapIHO KOPUCTE CHCTEMCKH y Tepalujyu Pa3IHdUuTHX TyMOpa OJ1
mie3eceTux rogauHa asaaeceror Beka (130), a okcanuruiaTMHAa ce 'y KOMOWHAIMjU ca 5-
¢IryopoypaIriiioM KOPUCTH Kao CTaHIApAHHU XEMOTEpAICyTHK 3a JICUCHE y3HAIpeIoBaJlor
kosiopektanHor kapuuaoma (131). BpojHu 030MsbHM HEXeJbeHU ePEeKTH Tepalidje JICKOBUMA
KOjU CcajipKe TUIATUHY YCJIOBWIN CY JIM33aJHUPAEE HOBUX TEpANCyTHKA KOJU CalpiKe Jpyre
npenazHe merane. bakap je Meran koju ce y Behoj KOHIIEHTpalHjy Hajla3u y TYMOPCKUM HETO
y HOpMAJHUM, 3JIpaBHM, henujamMa 300T aKTUBHUX CHCTEMa TPAHCIOPTA, Ma IOCTOjH
MoOryhHOCT Ja KOMIUIEKCH Oakpa ca oOJroBapajyhuM JUTaHIOM HMajy CeJIEKTUBHU]Y
IIUTOTOKCUYHOCT, IITO j€ YTUIAJIIO HA Pa3BOj Pa3IMUUTHX CepHja KOMIUIEKCAa 0akpa y IHIbY
NpoHaJlaKeka TOTEHIMjaTHOT CEJIEKTHBHHUjEr XeMoTepaneyTHka. HeKoamko KoMIuiekca
Oakpa je TpeHYTHO y (a3u KIMHUYKUX CTyJHja Y KOjUMa Ce HCIUTY]je HHUXOB aHTUTYMOPCKHU
edekar, anu U MOryhHOCT MpPUMEHE y NUjarHOCTUIM XWUIOKCHYHHX TOApYYja Pa3IHuUTHX
tymopa (132).

Y 0BOj CTyAMjH je 1O IIPBH IMyT MMOKa3aHo Aa OuHykiIeapau komiuieke 6akpa(ll) ca S-uzoammn
JICPUBATOM THOCAIUIIMIIHE KUCEIMHE 3ayCTaB/ba TyMopcke henuje kapuunoma y G2/M dasu
OCTBapyje IIMTOTOKCHYKH edekar y henujamMa MuUIIjer KapiuHOMa KOJOHAa W 3HAYajHO
cMamyje eKIpecujy HH(UIaMalMjCKMX LMUTOKMHAa Yy TkuBY mnpumapHor CT26 kapruHoma
KOJIOHa MHIIA IITO Pe3yJTyje 3HA4ajHUM CMameHeM pacTa M MeTacTa3upama MpUMapHOT
TymMopa.

Pesyntatu oBe cryauje mokasyjy Aa OuHykieapHu komiuiekcu Oaxpa(ll) ca S-mzoankun
JlepuBaTUMa THOCAJHMIMIHE KUCEIMHE 3HAa4YajHO CMamyjy BHjaOMIHOCT MUNIjUUX henuja
kapuuHoMa kosoHa CT26, ymepeHo cnabo cMamyjy BHjaOWJIHOCT XyMaHUX henuja
konmopektanHor kapimaoma HCT116 u SWA480 (durypa 12), a octBapyjy ciaab
[IUTOTOKCUYKHY edekar Ha henuje xymaHor u Muiijer kapuuHoMma turyha (durypa 11, Tabena
10). Mely uCOUTHBAHUM KOMIUICKCHMa Hajjaud IIMTOTOKCHYKH edekar ocTBapHo je
Oounykieapuu komruiekc Oakpa(ll) ca S-mzoamus nepuBaTOM THOCANIMIMIIHE KHCEIUHE Ha
CBUM HCHHMTHBAaHUM TyMopckuM henujckum muHujama (Tabenma 10). Ilopen Tora oBaj
KOMILJIEKC j€ TMOKa3ao M Hajoosbu MHIeKc cenektuBHocTu (Tabema 11), koju je Ha CT26
henujama 6o Behu o1 MHIEKCA CEIEKTUBHOCTH ITUCIUIATHHE.

Panuje cy cuHTeTHCaHM M OKapakTepucaHu Komriekcu Oakpa(ll) ca amkun nepuBaTUMa
tuocanuumiae kucenuue (133) u aHanu3upana je HHXOBa aHTHTyMOpcka akTtuBHOCT (93).
[Toka3zaHo je 1a OBM KOMILJIEKCH Oakpa OCTBapyjy cj1ad IMTOTOKCHMYKH edekar Ha henmjama
mutijer kapiuHoma konoHa, CT26 m CT26.CL25, n henmmjama XyMaHOT KOJIOPEKTAITHOT
kapuuaoma HCT116 (93). Komruieken nanaaujyma ca UCTHM JIMTaHAMMA MCII0JbaBajy 0O0JbU
AHTHTYMOpPCKH edekar Ha henmjama xymaHor kojopekTaimHor kapruaoma, HCT116 u CaCo-
2, 1 XyMaHor ajeHokapiuHoma riyha, A549, y mopehemy ca ucTUM KOMIUIEKCMMa Oakpa
(133) (134). Kommmexkcu Zn(II) ca wcTuM JMraHauMa IMOKa3yjy pETaTHBHO YMEPEHY
UTOTOKCUYHOCT Ha henmjama mumgjer, 4T1, u xymanor, MDA-MB-468, xapuuHoMa nojke
(135). Kowmmutekcu rmnatuae(lV) ca uWCTUM JWraHgiMa TOKasajdd Cy  3aHa4yajHy
UTOTOKCUYHOCT Ha henmjama mumije neykemuje, BCL1, a ymepen no cnab edekar Ha
henujama xymane B-nmpomumdornurae neykemuje JVM-13 (136). bunykieapaun koMiuieke 3
UCIIUTUBAH Yy OBOj CTYAMjU TOKa3ao je 00JbM IUTOTOKCHMYKHM edekar Ha henmmjama mumijer
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KapLuHOMa KOJIOHa y nopehemy ca cimuyHiuM MOHOHYKIIeapHuM Komiuiekcuma (93). Takohe y
OBOj CTYAMjH j€ TIOKa3aH 00JbH IUTOTOKCUYKHU edekar komruiekca C3 Ha MunjuM henujckum
JWHMjaMa, HApOYMUTO HA JUHHUjH Mulljer kapuuHoma kojoHa CT26 Hero Ha XyMaHuM
henmujckum nuHUjaMa kostopektaiaHor kapruHoma SW480 u HCT116, u kapruHoma miyha,
AS549, 3a pa3nuky on CTyAHje y Kojoj je mokasano jga komiuieke Cu(ll) ca rocepenun
areraToM (aHAJOrOM XOpPMOHA KOJU CTUMYJHIIEe ocioOahame roHagoTpONMHA) HCIOJhaBa
00JbM IUTOTOKCHYKH edekaT Ha henmujamMa XyMaHOT ajleHokapuuHoma ruryha A549 Hero Ha
henujckoj nuuuju muijer kapuraoMa kojgona CT26 (137). Pasnuuut edexar OMHYKIEapHUX
KOMILIeKca Oakpa ca S-M30ankui AepuBaTHUMa THOCAIMIMIIHE KUCEIMHE Ha PpasziIHuuTe
Tymopcke hemmje (6osbm edekaT Ha henuje KOJOpEKTATHOr KapiuHoMa y mopehemy ca
yTHIiajeM Ha henuje kaprumHomMa miyha) je y ckiaay ca pe3yiraTuMa CKOpHje CTYAH]e Y K0joj
je mokazano ma komiuiekcu Cu(ll) ca nepuBatmma IlludoBux 6a3za ucHosbaBajy pasidyuT
epexar Ha hemujama komopektranor kapruwaomMa DLD-1 u henmjama XxymaHor kapmmHOMA
nojke MDA-MB-231 (138). LlutoTokcu4aHOCT iN Vitro koMIuiekca 6aKpa UCIIUTHBAHUX Y OBO]
CcTynuju je cinabuja y mopehemy ca Ha HWCTH HAYUMH WMCIHTHBAHOM ITUTOTOKCHYHOMNINY
komiuiekca Cu(ll) ca muponusunuma (139). CiuuHo pesysraTiMa OBE CTY/Hje, MOKa3aH je
ymepeH nutotokcnuku edekar kommuiekca Cu(ll) ca tpumentarnum lludosum Oa3ama ca
pa3IMYMTUM XajJoreHnMa Ha henujama xymanor kosjopekTanHor kapuuHoma HCT116, gok cy
UCTH KOMIUIEKCH HCIIOJbMJIM BeOMa H3pakeH edexkar Ha hendjama XyMaHOT KapUuHOMA
oBapujyma (140). Onucanu cy Beoma 100pu HUTOTOKCHUKH edektn komiiekca Cu(ll) ca
JiepuBaTHMa CAIMIWIHE KUCeNWHE Ha henmjamMa XyMaHOT KOJOpeKTaaHor kapumHoma HT29

(141).

Jemumema Koja HCI0JbaBajy aHTUTYMOPCKY aKTHBHOCT, Ty aKTUBHOCT OCBapyjy BeOMa YecTo
MHETPaKIH1jOM ca Pa3IU4YuTUM Mojekyiauma kao mro cy JAHK, mporeunu, amu u aenoBu
henmunjcke memOpane (142). BunykieapHH KOMIUIEKCH Oakpa WCIHTHBAHU Yy OBOj CTYIHjU
OCTBapyjy peslaTUBHO ci1abe MHTEPAKIMje ca XyMaHUM CEPYMCKHM aJOyMHUHOM U MOJIEKYJIOM
JHK, a Hajjadue untepakiuje ca oa aBa Mojiekyia octBapyje komruiekc C2 (Tabene 7, 8 u 9).
Kako HajOoJby IHMTOTOKCHYHOCT IN Vitro octBapyje komruiekc C3, HajBepoBaTHHjE je na
uHtepakiuja ca JIHK cmabo nonmpuHOCHM aHTUTYMOPCKO] AKTHUBHOCTH OMHYKJIEAPHHUX
xommuiekca 6akpa(ll) ca S-u30ankun qepuBaTHMa THOCATUIMIHE KHCEIHHE.

Armornito3a je mpolec mporpamupaHe henujcke cMpTH omTeheHux, HEKOPUCHUX WU
ocrapeiux henuja Koju je BeoMa 4YecTo MeTa JejoBama NPWIMKOM JAW3ajHHpama U
UCIUTHBAKka HOBUX MOTCHIUjATHUX aHTUTYMOPCKHX JekoBa (143). AHTUTYMOPCKH areHCH
nokpehy crosballllbll WIM YHYTpAIllkbU IyT aronTo3e, a KpajibU pe3yiTaT je aKkTUBaluja
kacmasza u hemujcka cmpt (144). Kibyunn norahjaj y mpoiiecy amonrtose Koja je MOKpeHyTa
VHYTpallllbUM NyTeM je ociobahame nuroxpoma C U3 MUTOXOHJpHja KOj€ PETrYJIUILY
nporenan u3 bcl-2 gpamumnmje (145). Ocanobahame nUTOXpoMa ¢ KOHTPOJIHMIIE PETaTHBHU
oxHoc antuarmontoTckux bcel-2, bel-XL u bel-w u mpoantonTockux mporenna bax u bak
(146). Cnospamsmsy MyT anonTo3e aKTUBUpPA BE3WBAkE JIMTaHala 3a PELenTope CMPTH U3
damunuje TNF (emrm. Tumour Necrosis Factor) pereniropa (147), dhopmupa ce CUTHAIHA
KOMIIJIEKC KOJU aKTHBHpA Kacmaszy 8 Koja MOCIeANYHO aKTHBHpa e(eKTOPCKYy Kacmazy 3 IITo
pe3yiTyje armonToTCKOM cMphy.

Kommnekcu 6akpa(ll) ca S-ankun nepuBaTMa THOCAIMIMIHE KHCEIMHE OCTBApYjy yMEpeH
anonToTcku edekar Ha henuje MulIjer 1 XymaHor KojgopekraaHor kapiuaoma (93). V ckmany
ca TUM HajJa30M je W peIaTUBHO CJIa0d amonTOTCKU edeKkaT OMHYKJIeapHHX KOMIUIEKca
6axpa(ll) ca S-uzoankun nepuBatuma THocanuumiHe kucenuHe Ha CT26 henujama (durypa
15). On ucnutuBanux komiuiekca Cl je ucmospbMo Hajjaun anmontorcku edexar Ha CT26
henmmjama ca mpoceuno 10% CT26 henuja y panoj u oko 6% y KacHOj amonToTo3u, 24 carta
HAKOH TpeTMaHa KoMIuiekcoM KoHIreHTpamuje 50 M. Hajcnabuju edekar ucmnossuo je C3 ca
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npoceuno 5% CT26 henmja y xacHoj u 3% y paHoj anmonTo3u. McTu KOMIUIEKCH Cy TTOKa3aln
paznuuuTe anonToTrcke edekre Ha henwjama XymaHor koJjiopektanHor kapuumaoma HCT116.
Hajuzpaxxenu anonrorcku epexatr Ha HCT116 henujama ucnoseuo je C3 ca mpoceuno 10%
HCT116 hemuja y panoj u 5% y kacuHoj amonto3u (durypa 14) HakoH TpeTupama
CHPOBEJICHOT HAa MCTU HAuMH Kao 1mTo cy Tperupane u CT26 henmuje. Cnabuje u Beoma ciimvHe
epexre ucnosbmiin cy komruiekcu Cl m C2 (®durypa 14). MehyTtuMm, OB KOMIUIEKCH CY
UCTIOJbMIIM BEOMA M3PAXKEH, U3PAXKEHUJU HETO IUCIUIATHHA, allONTOTCKU edekaTt Ha henujama
muijer Lewis kaprmaoma miuyha LLC1. Bume ox 50% LLCI1 hemmja tperupanux
ucnutrBaHUM Komruiekcuma Oakpa (C1-C3) je y xacHoj ¢asu amontoze u 5-10% y paHoj
dasu anontose (Purypa 13). Hajsehu npornenar anmontorckux LLC1 henmnja nerexroBan je
HAKOH TpeTMaHa KomruiekcoMm C3, ainu HeMa 3HauajHe pa3jiMKe y MPOLEHTHMa aroNTOTCKUX
henmuja TpeTHpaHMX HCIUTHBAHUM KOMIUIEKCMMA Oakpa. OBM Hajla3u ce pa3iHKyjy Of
pe3ynTara WCHOUTHBama IUTOTOKCHYHOCTH MTT TectoM KojuM je mokasaH O0oJbu
IUTOTOKCUYKH edekaT komiekca 6akpa Ha CT26 y nopehemwy ca edpekrom Ha LLCL nunuju, a
KOjHU je T0CTa U3paXeHUjH y nmopehermy ca MUTOTOKCHYHUM €(PEKTOM Ha XyMaHHM JIMHHjamMa
(HCT116 u A549). OBu Hanasu ykasyjy Ja jé UMTOTOKCHMYHOCT MCIUTHBAHHUX KOMILIEKCA
Oakpa Ha CT26 henujama in Vitro mamo BepoBaTHO MOCHEMIIA anmonToTcKe cMpTh. JloOpa
armonTOTCKa aKTUBHOCT paznuuutux Komiuiekca Cu(ll) wa henujckum nuHHjamMa XymMaHOoT
KOJIOPEKTAIHOT KaplMHOMA je paHuje onrcana (148-151). CinuduHo pe3ynratuMa OBe CTY/IHje,
Cu(l) TrorujanaTH KOMILIeKcH ca (ocHUHCKUM JepuBaTuMa criapdoKcalia HCIoJbaBajy
Onar 1o ymepes anontocku edexar Ha CT26 henujckoj muanju (152).

XpoMo30MCKa HecTaOMIIHOCT Koja je y ocHOBU 60-80% KOJOpEeKTaJTHUX KapLUHOMa Beoma
yecto moraha reHe 4uju MPOIYKTH YYECTBYjy Y KoHTposu amonrto3e. Myramuja APC rena
KOja je jefaH of] HajpaHujuX aoarahaja y mporecy KaHIeporeHe3e KOJOPEKTATHOT KaplnHOMa
npaheHa je mpoMeHoOM OajlaHaca IMPO- W aHTU- ANONTOTCKUX NpoTenHa y henuju unnehu je
PE3UCTEHTHOM Ha aroNTOTCKE CTHMYIyce Kao mTo cy xemotepaneytuim (153). p53 ren je
mytpupan y oko 70% xomopektannux kapumHoma (154). Ilporewn p53 ydectByje y
perynauuju henujckor muxiyca, mexanuzMmuma nomnpaske /IHK u amonrtose, a mra he of
HaBEJEGHMX Ipolleca OUTH pe3yaTaT axkTuBanuje pS5S3 3aBucu o TUNa henwje u
MHKpOOKpykema (155). Myranuja p53 y henujama XymMaHOT KOJOPEKTATHOT KaplTHOMA
HCT116, je TakBa na yuHHM oBe henmje OCETIPMBHjUM HA PaHOTEaNdjy W aipvjaMHIIMH, a
Mame OCeTJbUBHM Ha S-dayopoypaumn (156). Moryhe je na cy myrauuje y CT26 henujama
TakKBe, J1a OBe henmje unHe peaTHBHO HEOCETJHHBHM Ha alloNTO3y M3a3BaHy OWHYKIICApHUM
kommiekcuma Oakpa(ll) ca S-m3oanmkui gepuBaTMMa THOCAIMLMIIHE KHCENTUHE, LITO He
UCKJbyUyje APYTe MEXaHU3Me aHTUTYMOPCKE aKTUBHOCTH.

Tperman komruiekcom C2 je 3Havajao cmamuo nporenar LLCL hemuja koje ekcipumupajy
Ki-67 (®urypa 16), nox je nporenar HCT116 hemunja koje exncpumupajy Ki-67 3nauajHO
cMambeH HakoH TperamaHa komiuiekcomM Cl (durypa 17). McnutuBaHM KOMIUIEKCH HHUCY
cmauu  npoueHat Ki-67 mnosutuBHux CT26 hemmja (Purypa 17). HcenuruBanu
ounykimeapan komruiekcu Oakpa(ll) ca S-m3oankwi nepuBaTHMa THOCAIHIMIHE KHCEITHHE
ucrosbiiin  cnad yrumaj Ha ekcrnpecujy Ki-67 Monekyna Koju ce cMaTpa MapKepoMm
nponmpepanuje hemmja (157), mTo yKasyje Ha HBUXOB cjidab aHTHNPOIH(EpaTHBHU
MOTEHIIN]al.

Kana crenen omrehewa JIHK mpemamu norenuujan mexanuzama nonpaske JIHK, henuja Ou
Morna Ja obe30eam nomatHO BpeMme 3aapkaBambeM y G1/S mmm G2/M KoHTpOHO] Tadku
henujckor mukityca paau monpaske omrehema JJHK (158). Ako monpaBka He Oyjie ycreniHa,
y henuju ce Moke akTHBHMpaTH IMporpamupaHa henmjcka CMpPT WIM 3ayCTaBUTH IPOJIa3HO
(MupoBame) WM TpajHO (cTapeme) hemujcka neobda, wim henuja Oyae mpumopana na yhe y
MHUTO3y, LITO pe3yiTyjeé MUTOTCKOM KaTacTpooM M 3a MOCIEeIUIly MMa WHXUOHLHU]Y
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KJIOHOT€HE aKTUBHOCTU TyMopckux henuja (159). henuje koje ce Hanasze y mpoiecy MUTOTCKE
katactpodpe cy y G2/M odasu hemmjckor mumkmyca (160). Mwutorcka kartactpoda je
nopeMeheHa MUTO3a Koja 3a pe3ynraT uMa helrjcKy CMPT Koja ce 10 MEXaHU3MY paslIuKyje
Ol amomnToTcke wiau Hekporcke cmptu (161). C3 KoMIUIeKC KOjH je HCIOJ/BHO Hajjady
IIUTOTOKCUYKY aKTUBHOCT Ha CBUM HCHHMTHBAaHUM TyMOpPCKMM henujckum nunujama (Tabena
10) u3a3Bao je u akymynanujy CT26 u HCT116 henuja y G2/M ¢dasu henmjckor mukiryca
(Durypa 18). [akme, mako C3 He wHAyKyje 3HauajHy amontoly CT26 henuja, HajBehm
MoTeHIMjan 3a cMamewme BHjadmmHocTH CT26 mpouewmen MTT Tecrom mMorao 6m na ce
oOjacuu 3aycraBpambeM CT26 hennja y G2/M ¢asu henujckor nukiryca mop nejctsom C3 u
cMamemeM BUjaduaHocT CT26 npyrum mexaHu3MuMa (Kao IITO jé MHTOTCKa Kartactpoda)
(162). Ciuyan edekaT HHAYKIHjE MHUTOTCKE KatacTpode M MOCIACIUYHE CMPTH henuja
xXymaHor HecuTHohenujckor kapruHoma riyha, H-460, onucan je 3a TPOCTPYKH KOMILIEKC
Cu(ll) ca L-tupo3unom u nuumunnma (163).

[To3naro je na nH(IaManyja yTuye Ha Ipolec KaHIeporeHese, 1a Moxe Ja PeTX0u pa3Bojy
TyMOpa, anu W JAa HWHGIaMaluja W3a3BaHa CaMHUM pa3BOjeM TymMOpa WIH HPUMEHOM
XeMoTepaneyTuka MOKe Ja JOIpUHEece Aajboj Mporpecuju Tymopa. bpojHe cryauje cy
MoKasaje Ja acnupuH (aleTWICAIWIMIHA KHCEIWHA) CMamyje CTOIy pelHIruBa
KOJIOPEKTAJIHOT aJIeHOMa, y3HaIlpel0BaJIor aJieHoMa, Opoj MMoHaBJbajyhux ajieHoMa U OAJIaxe
BpeMe 10 pernmauBa ajgeHoMa (164-167) u ma cmamyje pH3UK O] pa3BOja KOJOPEKTATHOT
kapuuHoma (168, 169). AcnupuH ocTBapyje AUPEKTHH edakaT Ha enmuTenHe henuje KoyoHa,
Kao ¥ Tymopcke hemnwje, anu nenyje U Ha UMyHCKe henmje MPUCYTHE y TYMOPCKOM TKHBY,
MOJyJHIle HH(pIaMalUjy U TaKO YTHYE Ha pa3Boj U MPOrPecHjy KOJOPEKTAIHOT KapIlMHOMA.
Heyrpodumu u ¢pubpobiactu IpUCyTHH y TYMOPCKOM TKUBY TMPOIYKY]jy MpOUH(IaMaInjcKe
nutoknHe u xemokuHe, TNF-a, IL-1B, IL-6 u CXCL1, koju CTUMYJHIIYy aKTHBHOCT
muksiookcurenaze-2 (COX-2 ox enr. Cyclooxygenase-2) v Tako MPOAYKIIH]y MPOCTATIaHIuHA
E2 (PGE2 ox enr. Prostaglandin E2) y okxonnum Heytpodmiuma u ¢ubpodiactima
(170). PGE2 onma nenyje moBpaTHo Ha ucte henwmje, pudbpobiacte u Heyrpoduie, hopmupa
HIO3UTHUBHY MOBPATHY CIIpery Koja rnojayaBa nHdiaamanujy (171) mojayaBa npoaykimjy IL-23
a cMamyje npoaykuujy IL-12 mro nmoacruye excrmansujy Thl7 henuja y TyMOPCKOM TKUBY
(172-174) koje cy WHauye MOBE3aHE ca MPOTPECHjOM KOJOPEKTATIHOT KaplHHOMA. ACIUpPUH
JieNyje Kao MHXUOWTOpP IUKIOOKCHTeHa3e-2, cMmamyje mponayknujy PGEz m tako cmamyje
uH}IaMalujy U TOCIEAMYHO CMamyje PU3MK OJl pa3Boja M IpOrpecHje KOJIOPEKTalIHOT
kapuuHoma (175). TuocanuiyinHa KUCEINHA, KA0 U aCUPHUH, TPHUIAa TPy HECTEPOHIHIX
aHTUMH(IAMAIMjCKUX JIEKOBa, Ma je Moryhe Ja KOMIUIEKCH MeTaja ca JepuBaThMa OBe
KUCEIWHEe Kao IITO je M OuHykiaeapHu komiuiekc Oakpa(ll) ca S-m3oamun nepuBatom
THOCAJIMIIMIHE KUCEJIMHE OCTBapyjy MOjayaH aHTUTYMOPCKH edekar INn VIVO y KapuuHOMY
KOJIOHa Jenyjyhu JupekTHO Ha TyMmopcke henuje, alu W IMOCPEIHO HHXUOUIINjOM
uHpramanuje. C3 je 3HaYajHO CMamUO pacT mpumapHor xereporornckor CT26 kapuuHoma
MHUIIA M y OJHOCY Ha Herperupane mumene (Purypa 19). Jom 3HavajHuUju pe3ynTaT je
3HAYajHO Mama TeKWHA EKCTHPIUPAHOT MPUMApPHOT TyMOpa Yy TPYNH MHUIIEBa TPETUTPAHUX
komriekcoM C3 y mopehemy ca rpynoM muineBa TpeTHpaHuX nucruiatiHoMm (durypa 19).
Tepanuja mumesa komriekcom C3 mpahena je 1 MambOM MHIMACHIIOM MeTacTasa (Tabema 12)
y muyhuMa u jeTpu M MamOM BelWYMHOM MeTacrarckux npomeHa (Cmuke 2 u 3). OBaj
pe3yaTaT je y CKJaay ca Hajla3oM Hajjadye nurtoTokcuuke aktuBHocTH C3 Ha CT26 henmjama
(Tabena 10), ca 1C50 Bpeanomhy koja je mamwa ox IC50 BpenHocTn n00HjeHE TeCTUpambEM
edeKTa MUCTUIATHHE Ha UCTHM helHjaMa M y UCTHM YCJIOBHMA. Y TKHBY MPUMapHOT TyMOpa
MUILEBa TpeTHpaHux KoMmIiuiekcoM C3 nerekroBaHa je M 3HavyajHo Beha eckmpecuja nPHK
MOJIEKyJIa KOjU Cy KJbYYHH 3a Tpolec armonTose, Bax m xacnaza-3 (®Purypa 20), a 3Ha4ajHO
Mama ekcripecuja npouHduamanujckux moiekyia TNF-a, mpo-IL-B, ICAM-1 u VCAM-1
(durypa 23) y nopehemy ca TKHBOM HETPETUPAHUX MHIIICBA.
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bnokupame IL-1p y mMumijem Mozeny KOJIOUTHCA U YAPY>KEHOT KapIIMHOMAa KOJIOHA 3HA4ajHO
CMamYyje BEJIHMUUHY ¥ MHBa3UBHOCT Tymopa (176, 177) mTo ykasyje Ha 3HaYajHy YJIOr'y OBOT
UTOKMHA Y HACTaHKy M MpOrpecuju KosopektamHor kapuuHoma. [NF-o moxctuue
MUTpaIKjy TyMOPCKUX hejrja ¥ HHBA3UBHOCT KOJOpeKTaaHor Kapuunoma (178) a yuectByje
U Y KOJIOPEKTAIHO] KaHIIEPOTCHE3! yAPYXKEHO] ca yiiepo3num koiutucom (179). VCAM-1
j& MOJIEKYJT KOjU je SKCIPUMHUPAH y KOJOPEKTATHOM KapIIMHOMY, YIPYKEHO Ca MPUCYTHHM
CD3+ numdpouutuma (180) u koju yuecTByje y HHPUITPALUjH TYMOpa UMyHCKHM henujama.
ICAM-1 je monekyn unjy ekcrpecyjy kKoHTposiumry utokuHu TNF-o u IL-f 1 xoju urpa
Ba)XHY YJIOTY Y KOJIOPEKTATHO] MaTOTeHEe3H, Y4ecTByje Yy Mel)ycoOHOj nHTepaKiujama u3mehy
TyMOpckux henuja kao u ca ekctpahelnjcKuM MaTpUKCOM, Yy CIIPOBOlehY CHTHAJIa U OpOJHUM
uMmyHckuM nporecrma (181). henuje KoJOpeKTATHOT KapIIMHOMA, 32 Pa3JIMKy OJ] HOPMaTHHX
hennja tpeBHor enmtena, ekcupumupajy ICAM-1 koju HHTEpakuWjoM ca JIMTHaIAMAa
nojcrtuue Metacrasupame Tymopa (182, 183). Exkcmpecuja ICAM-1 oapehyje manuram
MOTCHIIMjall KOJIOPEKTATHOT KapIIMHOMA, Y KOPEJallju je ca JormjoM mporaozom (184, 185),
MaJia UMa | CTyJija Koje yKa3yjy Ja MeMOpaHCKa eKCIpecHja OBOT MOJIeKyJia yTH4e Ha 00y
IPOTHO3y KoJIopeKTaiHor Kapiuoma (186) mro ce objammaBa Mmoryhuomthy ICAM-1
eKCIPUMHUpPAHOT Ha MeMOpaHW TYMOpPCKHX henmja ma mojcTakHe yOujajame TYyMOPCKHX
henmuja UUTOTOKCHYKAM JUMQPOLUUTHMA YKOJIMKO CY OHH TMPUCYTHH Yy TYMOPCKO]
mukpocpeauan. Comyownan ICAM-1 mpomoBuIie aHTHOTEHE3y M pacT KOJIOPEKTaTHOT
kapuuHoma (187). Beha ekcnpecuja ICAM-1 Monekyna y TyYMOPCKOM TKHBY MOXeE Ja
pe3yIITyje U 1ojadyaHoM aronToTo30M TyMopckux henuja (188).

bunykneapun kommuieke Oaxpa(ll) ca S-w30amui JepuBaTOM THOCATHIUIHE KHCEIHHE
ocTBapyje nocra yOeaJbUB aHTHTyMOPCKH edkarta IN VIVO y Mojeny KapuuHOMa KOJIOHA
MHIIA, 3Ha4ajHO CMamyjyhn pacT mpuMapHOT TyMOpa U MHIUACHIY U BEIMYMHY METAcTas3a y
iyhuma u jetpu. Kako je in vitro antutymopcku edekat oBOr KOMILIEKCa yMepeH, Moryhe je
Jla je CMameH pacT M MeTacTa3upame KapuuHOMa KOJIOHA MOCIeIUIa MOAyJIalje TYMOPCKE
MHUKpPOCpPEIMHE HMCIUTUBAHUM KomIuiekcoM. Mmajyhu y Buamy 3Haua)] uHuamanuje 3a
HAaCTaHaK alll M TMPOTPECH]y KOJOPEKTaIHOTr KapuumHoma, moryhe je ma C3 yrumajem Ha
excnpecujy uHmamanujckux moiekyna TNF-o, mpo-IL-B, ICAM-1 u VCAM-1 y TkuBy
NPUMapHOT TyMOpa CMamyje pacT M TPOTPECHjy TyMopa, alli W Jia MOJCTUYE aronTo3y
TyMopckux hemuja in vivo.
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Y OKBUPY OBE OKTOPCKE MAWCEpTaIfje CHHTETUCAHW CY HOBH S-H30aJKWJI JIEPUBATH
THOCAIIMIIMIIHE KHUCEIMHEe W ojaroBapajyhu kommuiekcu Oaxpa(ll). JloOujeHnm Komruiekcu
MPUITAJIa]y KaTeropuju OMHYKJICAPHUX KOMILIEKCA IITO j€ OATrOBapalio U CTPYKTypU paHHje
omucaHnx Komiuiekca Oakpa(ll) ca CTPpYKTYypHO CIMYHMM S-ajKWwiI JiepuBaTUMa
THOCAIMLMWIIHE KHCENWHE. BpeaHocTn MolapHHX TPOBOMAJBMBOCTH 33 OHHYKJIEapHE
KOMILIEKCE MOTBPhYjy J1a Cy KOMIUIEKCH €JIEKTPOHEYTPAJIHU.

bunyxneapau kommiekcu 6akpa(ll) ca S-u3oankui nepuBaTHMa THOCAIUIIMIHE KUCETHHE, a
HapounTo Komiuiekc Oakpa(ll) ca S-w3oamun gepuBaTOM THOCAIHMIMIHE KHCEIWHE,
3aycraBibajy Tymopcke hemuje G2/M ¢a3u henmjckor nukiayca M 3HAYajHO PEOYKY]Y
BujabuiHOCT henuja mumijer kanpuHoma 1uiyha LLC1 u mumijer kapruHoma kosnona CT26.
Kommuiekc 6akpa(ll) ca S-uzoamu nepruBaTOM THOCAIMIIMIHE KHUCEIMHE 3HAYAJHO CMamYje
eKIpecujy WHQIAMAIMjCKMX MOJICKYJIa y TKUBY IMPHMApHOT XETEPOTOICKOT KaplIuHOMA
KOJIOHA MUIIIA, IITO PE3YJITYyje 3HaYajHUM CMAbEHEM pacTa i MeTacTa3upama TyMOopa.

3aKkJby4aK IPOUCTHUE U3 cielehux ekcriepuMEeHTAIHUX Halla3a:

1. CacraB nobujeHux jeaumema NOTBpEH je Ha OCHOBY pe3yiTaTa eJlIeMEHTaHe
MHUKpOaHaJI3e MPH YeMy j€ 3aKJbYUEHO Jla Cy M3pauyHaTe BPEAHOCTH IPOICHTYaHE
3aCTYIIJEHOCTH CyMIIOPa, BOJOHUKA U YIJbEHUKA y CarjJacCHOCTU ca €KCIIEPUMEHTAIHO
J0OHMjeHUM BPETHOCTHMA.

2. Ha ocHOBy uH(paupBeHe U HYKJI€apHO-MAarHETHO-PE30HAHIIMOHE CHEKTPOCKOIIN]e
HNOTBPAWIA CMO CTPYKTYPY CHHTETHCAHUX S-M30QJIKMJ JepUBaTa THOCAJIHIIMIIHE
KHCEJINHE.

3. Ha ocHoBy uH(}paipBeHe CreKTpOCKOIHje MPETIOCTaBIbeHa j€ CTPYKTypa KOMILIEKCa
Oakpa(ll) ca S-mzoankun aepuBaTMMa THOCAIHMIIMIHE KHUCEIMHE W TIOTBphEHO je
KOOPJIMHOBame 100MjeHux nuranaza 3a 6axap(ll)-jon.

4. Ha ocHOBy pe3yiaTata peHATeHCKE CTPYKTypHE aHajau3e [MOTBpheHa je
NPETIOCTaB/beHa CTPyKTypa Komriuiekca Oakpa(Il) ca S-mzompommn pepuBaTtom
THOCAIIMLIMIIHE KUCEIIUHE.

5. bunyxneapun komrmuiekcu Oakpa(ll) ca S-m3oankun nepuBaTHMa THOCATWIMITHE
KUCEIUHE PeyKyjy BHjaOMIHOCT hemrja MHUIIjer KapluHOMa KoJoHa u Lewis murijer
KapuuHoma ruryha in vitro.

6. bunykneapuu kommuiekcu Oakpa(ll) ca S-uzoankun nepuBaTMMa THOCATUIMIIHE
KHCEJIMHE OCTBapyjy ciabd antunpoiudeparuBau edekar Ha Tymopcke hemuje in vitro.

7. bunyxneapuu komiuiekcu Oakpa(ll) ca S-uzoankun nepuBaTMMa THOCATUIMIIHE
KHCeNnHe, a HapouuTo Komriekce 6akpa(ll) ca S-uzoamui nepuBaTOM THOCATUIMIIHE
KHCENIMHE, OCTBAPYjy 3HauajaH mpoanontorcku edekar Ha LLC1 hemmje.

8. bunykneapuu kommuiekcu Oakpa(ll) ca S-uzoankun nepuBaTMMa THOCATUIMIIHE
KHCeNInHe, a HapounuTo Komruieke 6akpa(ll) ca S-n3oamur nepruBaTOM THOCATUITAITHE
KUCENIMHEe, YTHYY Ha 3aycTaBibame hemujckor mukimyca tymopckux hemuja y G2/M
dazu.

9. bunyxneapuu kommiekc 6akpa(ll) ca S-uzoamuin 1epuBaToM THOCATHIINIHE KUCEINHE
3HAYajHO CMamYyje pacT MPUMapHOT XETEPOTOICKOT KapIIMHOMa KOJIOHA MUIIA, Ko U
UHIIMJICHILy MEeTacTa3upama, BeIMYMHY 1 Opoj MeTacTasa y rmiyhuma u jeTpu.

10. bunykneapuu xomriekc 6akpa(ll) ca S-u30aMui 1epuBaTOM THOCATUITMIIHE KUCEITMHE
3Ha4YajHO CMamyje ekcrpecujy mapkepa undmnamaiyje npo-IL-18, TNF-a, ICAM-1 u
VCAM-1 y TKUBY IpUMapHOT TyMOpa.
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Oopazay 1

H3JABA AYTOPA O OPHIHHAJTHOCTH JOKTOPCKE AHCEPTALIHIE

Hiajansbyjes xa JOKTOPCKE ANCCPTAIM)E 1101 HACTOROM,

axpa(ll) ca S-paowixun Jepusarya

THOCHIHIUHAHC KHceansHc”

NPC/CTABBA  GPUAUNAIKO  QVMOPCKo  0efo  HACTAN0 K0  PE3YATAT  CONCIGERO2

UCMPANCUSRNRO2 paca.

Qsorm Hijasom maxolie nomephyjen:

® 3 caMm jeduHu aymop WABLACHE IOKTOPCKE AHCepTanmje,
* 13 Y HaBENeNo] JOKTOPCKO] AHCCPTALMIN MUCAM N3EPING/TA HOGPEdY AYTOPCKOT HHTH
APYTOr NpPasa HHTSICKTYAIHE CBOJHUE APYIHX IMua,

YK iCB 3

P

y / ;‘4 - ‘,ﬁ :,/.\_.
lenona . duttpapebulO

normue aytopa [ Y

Y
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Odpazay 2

H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH HITAMITAHE H EJEKTPOHCKE BEP3HIE
HAOKTOPCKE JHCEPTAIIHIE

Hajassmyjenm na cy mraMnana i efCKTPORCKA BEP3HjA IOKTOPCKE AHCEPTALH]E 110/ HACTIOBOM:

A al JeapHHX KoMILteKca fal ~ epHBATHMA
THOCHTHIMIHE KHCcenHHe"

HCTOBCTHC.

¥ Kparyjesuy, 2023. roanse,

e ) Y N
'-I'/ /." )"\ -~ y ," .:f"
laeha o, pu Mvispo el
hY noTnHe ayropa |
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Obpazay 3

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIUIRABAILY JOKTOPCKE JHCEPTAIIHIE

Ja, Jenena J1. Jlumutpijesnh

AOIBOJBABEAM
D HE JIOIEOhanam

Yuupsepanterckoj Oubauorens y Kparyjesily Ra HAUMMM ABA TPAjHA YMHOKCHE NPHMEPKA Y

EACKTPOHCKO] (hOPMI TOKTOPCKE AHMCEPTRIH)E N0 HACAOBOM:

» AHTATYMODCKA aKTHRROCT OHEYRIeapHiX komiutekca Gaxpa(ll) ca S-usoankun aepusarima

THOCRTHIBLIHC KHCEANHE"

HTO ¥ HCTHHH, Ka0 H A3 110 JEAa1 NPHMEPEK TAKO YMHOACHE I0KTOPCKC JIHCCPTAINIC YHHHH
TPAJHO JOCTYITHHM JaBHOCTH NYTeM AMTHTAMHOL PENO3HTOpHiyMa YHuBepintera y
Kparyjcanly W HCHTPATHOT pEMOSHTOPHjYMA HALICKHOr MHHMCTAPCTRI, Tako  ga
TIPHIEIHAIH JABHOCTH MOTY HAUHHHTH TPAjHE YMHOKEHE NPHMEPKE Y ¢IICKTPOHCKD] (hopau
HABC/ICHE JOKTOPCKE IHCEPTAIIME HYTEM NPEYIUMAbA.

Osom H3jasos rakohe

JI0GROILABAM
l:’ HE JI03B0/baRAM

NPHNAIHHIEME JABHOCTH /12 TAKO JIOCTYIIHY AOKTOPCKY JIMCEPTAIH]Y KOPHCTE N0J] YCIORHMA

yraphenum jennon on cneachux Creative Commons nugeHim:

! Vionuko ayTop naaepe n HE NOTBOAN NPHTATHHLANS jBRHOCTH A TAKO TOCTYITHY JOKTOPCKY AHCEpTaINgY
KopHeTe 0oa yeaoseya yrephennn jeapom oa Creasive Commons [AHUSHUM, TO HE HCKLYMYjE Dpano
NPABAAHHKS JABIOCTH I3 WRNEIENY JOXTOPCKY JIHCSPTIOM]Y KOPHCTE ¥ CRIaxy ca opeafama 3akoma o
AYTOPCKOM H CPOTHHM NPARHMA.
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1) AyropcTeo

2) AYTOpCTBO = ISAHTH N0/ HCTHM YCI0BHMA

3) Ayroperso - Ges npepasa

4) AyTOpCTEO - HEKOMEPUHJLIHO

3) AYTOPCTEO - HCKOMCPIHJETHO - JICAHTH 11071 HCTHM YCIIOBIMA

6) AyToperso - nekoMepunjanio - 6e3 npepana:

Y Kparyjesay, 2023. roassc,

-

: e ot “u bww 10/ /f
N nomuc ayropa [/ V

* Maaumo ayrope ¥ojs ¢y inaGpain JAO3BOAC TIPHATHHILANA JOBHOCTH 18 T&KO JOCTYTIHY TOKTOPCKY
JHCCPTALM]Y KOPHCTE DO/ Vi yreplh § o Creative Commons nagerg ja WOKPyEE jeuny
on  nouyhemmx  amnemn. JleTanan CRUPKB] HABCACHMX  THUCHUM  JOCTYRAR  jc Bl
http:/lereativecommans.org.rs’
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