
 

 

 

 

УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ 
ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА 

 
 

Сања Ж. Зорнић 

 

АНТИТУМОРСКА И АНТИМИКРОБНА 

АКТИВНОСТ НОВОСИНТЕТИСАНИХ 

КОМПЛЕКСА ПЛАТИНЕ(II) И ПАЛАДИЈУМА(II) 
 

Докторска дисертација 

 

 

 

 

 

 

Крагујевац, 2024 



 

 

 

 

UNIVERZITET U KRAGUJEVCU 
FAKULTET MEDICINSKIH NAUKA 

 
 

Sanja Ž. Zornić 

 

ANTITUMORSKA I ANTIMIKROBNA 

AKTIVNOST NOVOSINTETISANIH KOMPLEKSA 

PLATINE(II) I PALADIJUMA(II) 
 

 Doktorska disertacija 

 

 

 

 

 

 

Kragujevac, 2024 

  



 

 

 

 

UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC 
FACULTY OF MEDICAL SCIENCE  

 

Sanja Ž. Zornić 

 
ANTITUMOR AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY 

OF NEWLY SYNTHESIZED PLATINUM(II) AND 

PALLADIUM(II) COMPLEXES 

 

Doctoral Dissertation 
 

 

 

 

 

 

Kragujevac, 2024 

  



 

 

Идентификациона страница докторске дисертације 

Аутор 

Име и презиме: Сања Ж. Зорнић 

Датум и место рођења: 08.08.1976. године у Крагујевцу 

Садашње запослење: специјалиста Микробиологије са паразитологијом, 

субспецијалиста Бактериологије, на Одељењу за микробиологију Универзитетског 

Клиничког центра Крагујевац  

Докторска дисертација 

Наслов: Антитуморскa и антимикробнa активност новосинтетисаних комплекса 

платине(II) и паладијума(II) 

Број страница: 114 

Број слика: 16 слика, 17 табела и 19 графикона 

Број библиографских података: 292  

Установа и место где је рад израђен: Фaкултeт мeдицинских нaукa Унивeрзитeта у 

Крaгуjeвцу  

Научна област (УДК): Медицина 

Ментор: проф. др Јелена Пантић, ванредни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија  

Оцена и одбрана 

Датум пријаве теме: 10.01.2022.  

Број одлуке и датум прихватања докторске дисертације: IV-03-750-28 од 11.10.2022. 

Комисија за оцену научне заснованости теме и испуњеност услова кандидата: 

1. Проф. др Небојша Арсенијевић, редовни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за уже научне области Микробиологија и имунологија и 

Онкологијa, председник 

2. Проф. др Марија Живковић, ванредни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Органска хемија, члан 

3. Доц. др Божидар Чобељић, доцент Хемијског факултета Универзитета у Београду за 

ужу научну област Општа и неорганска хемија, члaн 

4. Доц. др Александар Арсенијевић, доцент Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Онкологија, члан 

5. НС Бојана Симовић Марковић, научни сарадник Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Онкологија, члан 

Комисија за оцену и одбране докторске дисертације: 

1. титула, име и презиме, звање, назив факултета/ института и универзитета 

2. титула, име и презиме, звање, назив факултета/ института и универзитета 

3. титула, име и презиме, звање, назив факултета/ института и универзитета 

4. титула, име и презиме, звање, назив факултета/ института и универзитета 

5. титула, име и презиме, звање, назив факултета/ института и универзитета 

Датум одбране дисертације: 

 

 

  



 

 

Identifikaciona stranica doktorske disertacije 

Аutor 

Ime i prezime: Sanja Ž. Zornić 

Датум и место рођења: 08.08.1976. године у Крагујевцу 

Sadašnje zaposlenje: specijalista Mikrobiologije sa parazitologijom, subspecijalista 

Bakteriologije, na Odeljenju za mikrobiologiju Univerzitetskog kliničkog centra Kragujevac 

Doktorska disertacija 

Naslov: Antitumorska i antimikrobna aktivnost novosintetisanih kompleksa platine(II) i 

paladijuma(II) 

Broj stranica: 114 

Broj slika: 16 slika, 17 tabela и 19 grafikona 

Broj bibliografskih podataka: 292 

Ustanova i mesto gde je rad izrađen: Fakultet medicinskih nauka Univerziteta u Kragujevcu 

Naučna oblast (UDK): Меdicina 

Mentor: prof. dr Jelena Pantić, vanredni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta 

u Kragujevcu za užu naučnu oblast Mikrobiologija i imunologija 

Оcena i odbrana 

Datum prijave teme: 10.01.2022.  

Broj odluke i datum prihvatanja doktorske disertacije: IV-03-750-28 од 11.10.2022. 

Komisija za ocenu naučne zasnovanosti teme i ispunjenosti uslova kandidata: 

1. Prof. dr Nebojša Arsenijević, redovni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta 

u Kragujevcu za uže naučne oblasti Mikrobiologija i imunologija i Onkologija, predsednik 

2. Prof. dr Marija Živković, vanredni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta u 

Kragujevcu za užu naučnu oblast Organska hemija, član 

3. Doc. dr Božidar Čobelić, docent Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu za užu 

naučnu oblast Opšta i neorganska hemija, član 

4. Doc. dr Aleksandar Arsenijević, docent Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta u 

Kragujevcu za užu naučnu oblast Onkologija, član 

5. NS Bojana Simović Marković, naučni saradnik Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta 

u Kragujevcu za užu naučnu oblast Onkologija, član 

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije 

1. titula, ime i prezime, zvanje, naziv fakulteta/ instituta i univerziteta 

2. titula, ime i prezime, zvanje, naziv fakulteta/ instituta i univerziteta 

3. titula, ime i prezime, zvanje, naziv fakulteta/ instituta i univerziteta 

4. titula, ime i prezime, zvanje, naziv fakulteta/ instituta i univerziteta 

5. titula, ime i prezime, zvanje, naziv fakulteta/ instituta i univerziteta 

Datum odbrane disertacije: 

 

 

  



 

 

Identification page of the doctoral dissertation 

Author 

Name and surname: Sanja Ž. Zornić 

Date and place of birth: 08.08.1976., Kragujevac 

Current employment: Specialist of Microbiology with parasitology, subspecialist of 

Bacteriology, at the Department of Microbiology, University Clinical Center Kragujevac 

Doctoral Dissertation 

Title: Antitumor and antimicrobial activity of newly synthesized platinum(II) and 

palladium(II) complexes 

No. of pages: 114 

No. of images: 16 figures, 17 tabeles, 19 graf. 

No. of bibliographic data: 292  

Institution and place of work: Faculty of Medical Sciences, University of Kragujevac 

Scientific area (UDK): Medicine 

Mentor: Assoc. Prof. Jelena Pantić, Associate professor at the Faculty of Medical Sciences, 

University of Kragujevac, for the narrow scientific field of Microbiology and immunology 

Grade and Dissertation Defense 

Topic Application Date: 10.01.2022. 

Decision number and date od acceptance of the doctoral: IV-03-750-28 from 11.10.2022. 

Commission for evaluation of the scientific merit of the topic and the eligibility of the 

candidate: 

1. Prof. Nebojša Arsenijević, Full professor at the Faculty of Medical Sciences, University 

of Kragujevac, for the narrow scientific fields of Microbiology and immunology and 

Oncology, president 

2. Assoc. Prof. Marija Živković, Associate professor at the Faculty of Medical Sciences 

University of Kragujevac, for the narrow scientific field of Organic chemistry, member 

3. Asst. Prof. Božidar Čobeljić, Assistant professor at the Faculty of Chemistry, University 

of Belgrade, for the narrow scientific field of General and inorganic chemistry, member 

4. Asst. Prof. Aleksandar Arsenijević, Assistant professor at the Faculty of Medical Sciences 

University of Kragujevac, for the narrow scientific field of Oncology, member 

5. MD PhD Bojana Simović Marković, Research associate professor at the Faculty of 

Medical Sciences University of Kragujevac, for the narrow scientific field of Oncology, 

member 

Commission for evaluation and defense of doctoral: 

1. title, name and surname, position, name of faculty/ institute and university 

2. title, name and surname, position, name of faculty/ institute and university 

3. title, name and surname, position, name of faculty/ institute and university 

4. title, name and surname, position, name of faculty/ institute and university 

5. title, name and surname, position, name of faculty/ institute and university 

Date of Dissertation Defense: 

 

  

 

 

  



 

 

ЗАХВАЛНИЦА 

 

Неизмерну захвалност за помоћ при изради ове дисертације дугујем мом ментору, проф. 

др Јелени Пантић, затим проф. др Гордани Радосављевић, као и вишем научном 

сараднику, др Бојани Симовић Марковић. Хвала вам што ми нисте дале да одустанем, 

хвала на стрпљењу, времену, подршци, стручној помоћи, знању и вештинама које сте 

несебично поделиле са мном, привилегија је била радити са вама и учити од вас. 

Хвала свим запосленима у Центру за молекулску медицину и истраживање матичних 

ћелија, поносна сам што вас познајем и што сам ових неколико година имала осећај да 

сам део изузетног тима. 

Посебно желим да се захвалим проф. др Небојши Арсенијевићу, на указаном поверењу, 

подршци, стручним и родитељским саветима који су ми помогли приликом израде ове 

дисертације. 

Велику захвалност дугујем и проф. др Марији Живковић и њеном тиму, на стручној 

помоћи, сарадњи, уложеном труду и знању.  

Хвала свим пријатељима, колегама и целој мојој породици, a посебно Ивану, Петру и 

Лазару, ви свакако остајете мој највећи успех у животу, хвала на љубави и разумевању.  

 

                             

 

 

 

 

 

Мојој нани 

  

  



 

 

САЖЕТАК 

 

Комплекси платине (Pt) и паладијума (Pd) представљају велику групу потенцијалних 

кандидата за развој антитуморске и антимикробне терапије.  

У овој студији синтетисани су динуклеарни комплекси Pt(II) са пиридазином као 

мостним лигандом и динуклеарни комплекси Pd(II) са ароматичним N-хетероцикличним 

мостним лигандима и анализиране њихове структурне особине и биолошка активност.  

Евалуација туморицидне активности комплекса Pt(II) и Pd(II) указала је на варијабилан 

цитотоксички ефекат на различитим линијама туморских ћелија мишјег и хуманог 

порекла, као и потенцијално мању токсичност у поређењу са цисплатином. Комплекси 

Pt(II) и Pd(II) су показали умерен антибактеријски и антигљивични ефекат у зависности 

од хемијске структуре и врсте микроорганизма. Највећу дозно и временски зависну 

туморицидну активност на ћелијама мишјег и хуманог карцинома дојке in vitro, испољио 

је комплекс [{Pt(ibn)Cl}2(-pydz)]Cl2 (где је ibn изобутилендиамин, а pydz пиридазин), 

означен као С2. Комплекс С2 индукује унутрашњи пут апоптозе ћелија карцинома дојке 

што је документовано повећањем експресије каспазе 9 и каспазе 3. Антипролиферативни 

ефекат комплекса С2 огледа се у смањењу експресије регулатора ћелијског циклуса 

циклина Е и циклина D3 и повећању експресије инхибитора р27. Проапоптотски и 

антипролиферативни ефекат комплекса С2 је последица смањене експресије 

фосфорилисане протеин киназе AKT и следствено онкогена с-Myc. Међутим, ефекат 

комплекса С2 на раст мишјег карцинома дојке in vivo је изостао, што се може објаснити 

слабим везивањем за нетранспортно место протеина и ограниченим допремањем у 

туморско ткиво. 

Валидан туморицидни и антимикробни потенцијал комплекса Pt(II) и Pd(II) указује на 

могућност даљих модификација у циљу побољшања биолошке активности и 

потенцијалне терапијске примене.  

 

Кључне речи: динуклеарни комплекси Pt(II), динуклеарни комплекси Pd(II), 

туморицидна активност, антимикробна активност, апоптоза  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Platinum (Pt) and palladium (Pd) complexes are a large group of potential candidates for the 

development of antitumor and antimicrobial therapy. 

In this study, dinuclear Pt(II) complexes with pyridazine bridging ligand and dinuclear Pd(II) 

complexes with aromatic N-heterocyclic bridging ligands were synthesized and their structural 

properties and biological activity were analyzed. 

Evaluation of Pt(II) and Pd(II) complexes tumoricidal activity indicated variable cytotoxic 

effects on different mouse and human tumor cell lines, and potentially lower toxicity compared 

to cisplatin. Pt(II) and Pd(II) complexes showed moderate antibacterial and antifungal effects 

depending on the chemical structure and microorganism species. Complex [{Pt(ibn)Cl}2(-

pydz)]Cl2 (ibn is isobutylenediamine and pydz is pyridazine), marked as C2, exhibited the 

highest dose- and time-dependent tumoricidal activity on mouse and human breast cancer cells 

in vitro. Complex C2 induces the intrinsic pathway of breast cancer cells apoptosis, documented 

by elevated caspase 9 and caspase 3 expression. Antiproliferative effect of complex C2 is 

reflected in the decreased expression of cell cycle regulators cyclin E and cyclin D3 and the 

increased expression of inhibitor p27. Proapoptotic and antiproliferative effects of complex C2 

are consequences of reduced expression of phosphorylated AKT kinase and c-Myc oncogene. 

However, the effect of complex C2 on mouse breast cancer growth was absent, which can be 

explained by weak binding to the non-transport site of the protein and limited delivery to tumor.  

The valid tumoricidal and antimicrobial potential of Pt(II) and Pd(II) complexes indicates the 

possibility of further modifications in order to improve biological activity and potential 

therapeutic application. 

 

Keywords: dinuclear Pt(II) complexes, dinuclear Pd(II) complexes, tumoricidal activity, 

antimicrobial activity, apoptosis 
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1. УВОД 

 

На основу GLOBOCAN 2020 базе података, која садржи извештаје из 185 земаља о 

учесталости 36 типова малигнитета, у току 2020. године је забележено 19.3 милиона 

нових случајева и приближно 10 милиона смртних случајева повезаних са малигним 

болестима. Према наведеној бази података, претпоставља се да ће до 2040. године бити 

47% више нових случајева малигних болести него 2020. године. Карцином дојке (11.7%) 

и карцином плућа (11.4%) су били најучесталији тумори у посматраном периоду (Слика 

1) (1).  

 

 

Слика 1. Учесталост тумора најчешћих локализација према подацима из 2020. 

године. Преузето и кориговано према: Sung H et al. CA Cancer J Clin 2021; 71(3): 209-49 

(1). 

Брзорастућа инциденција и морталитет пацијената са малигним болестима широм 

планете, указују на неопходност интензивних истраживања у области развоја 

антитуморске терапије која се базира на тестирању потенцијално нових терапеутика. 

Развој терапије малигних болести подразумева стално истраживање нових терапијских 

агенаса, модификацију старих, истраживање антитуморских вакцина, примену 

биотехнолошки дизајнираних лекова, а све са циљем да се стопа смртности смањи и 

побољша квалитет живота особа са малигнитетом (2). Поред пораста учесталости 

малигних болести, пораст резистенције микроорганизама на антимикробне лекове 

последњих деценија је дефинисан као проблем од глобалног значаја, а настао је као 

последица прекомерне употребе и злоупотребе антибиотика. Антибиотици постепено 

све више губе своју ефикасност, а неопходност за истраживањем и развојем нових 

антимикробних лекова представља један од приоритета Светске здравствене 

организације (енгл. World Health Organization, WHO) (3). 
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4.7%
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19.3 милиона нових 

случајева
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Иако је примена јона метала у медицини позната хиљадама година, истраживања у овој 

области постају поново актуелна последњих деценија. Због варијабилног оксидационог 

статуса јона метала и способности везивања различитих лиганада, постоји готово 

неисцрпна могућност њихове хемијске синтезе и модификације, а све у циљу 

проналажења ефикаснијих и стабилнијих једињења, која притом индукују мање 

нежељених ефеката. Поред нових једињења јона метала, покушава се комбиновање 

познатих једињења са већ коришћеним хемиотерапеутицима. Актуелно је и истраживање 

нових облика примене, као што је инкапсулирање комплекса јона метала у липидне и 

нанопартикуле, како би се побољшала фармакокинетика и повећала селективност (4).  

 

1.1. Биологија малигне ћелије и основни принципи терапије тумора 

 

У зависности од врсте малигне болести, стадијума болести, старости и општег стања 

пацијента, постоји неколико терапијских третмана који се примењују појединачно или 

комбиновано. Савремен третман малигних болести подразумева примену 

конвенционалних хемиотерапеутика, али и хормонску терапију, имунотерапију, 

инхибиторе ангиогенезе, терапију матичним ћелијама, онколитичку виротерапију и 

генску терапију (5). Особине малигне ћелије увелико диктирају терапијски приступ, а 

детерминисане су различитим биохемијским и морфолошким променама у самој ћелији, 

али и у њеној микросредини (6) (Слика 2). 

 
Слика 2. Особине малигне ћелије. Преузето и кориговано према: Hanahan D, Weinberg 

RA. Cell 2011; 144(5):646-74 (6). 

  

Репрограмирање 
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Малигну ћелију карактерише интензивна пролиферација, избегавање ћелијске смрти, 

отпорност на дејство супресора раста, индукција ангиогенезе, способност инвазије и 

метастазирања, генскa нестабилност и мутације, индукција запаљења које подстиче раст 

тумора и избегавање антитуморског имунског одговора (Слика 2). Свака од наведених 

особина малигне ћелије може представљати мету за примену, као и развој нових 

хемиотерапеутика (6). На основу карактеристика малигне ћелије, јасно је да су код 

малигних болести озбиљно поремећени физиолошки механизми који учествују у 

регулацији најважнијих биолошких процеса, ћелијског циклуса и ћелијске смрти, 

поготово апоптозе. Већина антитуморских лекова делујe на неку од фаза у овим 

процесима, или на специфичне молекуле и сигналне путеве који учествују у регулацији 

пролиферације ћелија и ћелијске смрти.  

 

1.1.1. Основни механизми регулације ћелијског циклуса и смрти ћелије  

 

Код свих еукариота, пролиферацију ћелија контролише сложена мрежа регулаторних 

механизама како би се осигурало да ћелије које направе грешку не могу да наставе да се 

деле (7, 8). На Слици 3 је шематски представљен ћелијски циклус.  

 

  
Слика 3. Шематски приказ ћелијског циклуса. Преузето и кориговано према: Hu Q, 

Huang T. Int J Mol Sci 2023;24(10):8939 (8). 

 

Ћелијски циклус је у целини подељен на четири фазе, G1, S, G2 и М фазу (Слика 3). М 

фаза представља митозу, деобу ћелије, док остале три фазе заједно чине интерфазу. 

Интерфаза је период између две деобе током којих ћелија синтетише хранљиве материје 

и проверава да ли су се остварили сви услови неопходни за митозу. У S фази ћелијског 

G2 контролна 
тачка

G2 контролна 
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тачка
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тачка
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циклуса се дешава репликација DNK, док су G1 и G2 фаза кључни периоди од којих 

зависи даља деоба ћелије. Осим ових фаза, ћелије које се не деле могу ући у фазу 

мировања или G0 фазу (7). Ћелијски циклус је прецизно регулисан процес који се налази 

под директним утицајем циклина, циклин зависних киназа (енгл. Cyclin-dependent 

kinases, Cdks) и инхибитора циклин-зависних киназа (енгл. Cyclin-dependent Kinase 

Inhibitors, CKIs) (8).  

 

Циклини су протеини који се наизменично стварају и разграђују, а која ће врста бити 

доминантна у датом тренутку, зависи од фазе у којој се ћелијски циклус налази (9). Да 

би циклини били активни, неопходно је формирање комплекса са одговарајућим 

ензимима, Cdks, чија је синтеза и разградња такође условљена фазом ћелијског циклуса. 

Комплекси циклин-Cdks се активирају фосфорилацијом и у стању су да покрену 

одговарајуће фазе ћелијског циклуса. У G1 фази ћелијског циклуса најактивнији су 

циклини D1, D2 и D3, у прелазној, G1/S фази циклин Е, у S фази циклин А, док је у М 

фази активан циклин В (9). Интеракција различитих форми циклина D, Cdk4 и Cdk6 

омогућава улазак у ћелијски циклус и пролазак ћелије кроз G1 фазу. G1/S прелаз 

карактерише формирање комплекса циклина Е и Cdk 2 који омогућавају улазак ћелије у 

S фазу. У S фази ћелијског циклуса доминирају комплекси циклина А и Cdk2. У G2 фази 

су активни комплекси циклин А/Cdk1, а у фази митозе циклин В/Cdk1 (9). Различите 

врсте CKIs могу деловати на Cdks и изазвати њихову инактивацију. Две најзначајније 

фамилије CKIs су INK4 и фамилија CIP/Kip. INK4 инхибитори, p16, p15, p18 и p19 

инактивирају Cdk4 и Cdk6 и спречавају њихову комбинацију са циклинима D-типа. С 

друге стране, CIP/Kip инхибитори, од којих су најпознатији p21, p27 и p57, инхибирају 

циклин Е/Cdk2 и циклин А/Cdk2 комплексе (10).  

 

У току G1 фазе ћелија пролази кроз тачку рестрикције, након које или улази у G0 фазу 

или се ћелијски циклус наставља. Комплекси циклина и Cdks фосфорилишу и протеин 

ретинобластома (pRb), који је битан регулатор ћелијског циклуса (11, 12). Наиме, 

уколико је неактиван и нефосфорилисан, pRb инхибира ослобађање E2F 

транскрипционог фактора који регулише синтезу циклина Е и циклина А, али и других 

протеина и ензима битних за репликацију. Делимична фосфорилација pRb комплексом 

циклина D/Cdk4,5 ослобађа део E2F који је неопходан за синтезу циклина Е, а тек након 

комплетне фосфорилације комплексом циклина E/Cdk2 долази до потпуног ослобађања 

овог транскрипционог фактора (11, 12). Ово би била и прва контролна тачка у G1 фази 

(енгл. G1 checkpoint).  

 

Уколико су испуњени сви услови, ћелија ће ући у S фазу ћелијског циклуса, а уколико 

нису активираће се контролни механизми. Уколико је дошло до оштећења DNK у овој 

фази ћелијског циклуса, активираће се фактор p53 који затим ослобађа Cdk инхибитор 

p21, а он даље спречава активацију киназа. p53 такође може да учествује у повећању 

експресије гена за молекуле који учествују у процесу апоптозе, уколико су ћелије 

претрпеле веће оштећење (12). У току S фазе ћелијског циклуса долази до репликације 

молекула DNK, синтетишу се протеини, као и рибонуклеинска киселина (RNK), што је 

све неопходно за М фазу. У овој фази су активни комплекси циклин А/Cdk1, а повећава 

се постепено количина и циклина В који гради комплекс са Cdk1 и захваљујући њиховој 

активности, ћелија прелази у М фазу (9). Уколико постоји дефект хромозома, активираће 

се заштитни механизми G2 контролне тачке, који ће спречити даљу прогресију ћелијског 

циклуса. То укључује активацију p53 протеина, као и механизaма репарације DNK. Ако 

је ово оштећење иреверзибилно, активираће се механизми апоптозе (9). Уколико 
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оштећење DNK настане у G2 фази ћелијског циклуса, активираће се Wee 1/2 киназе које 

заустављају ћелијски циклус у G2/M фази довољно дуго да се поправи настало оштећење 

(13). Деоба ћелије се завршава уласком у митозу. Након што се подела цитоплазме 

заврши у касној М фази, циклин В се разграђује, а ћелија може или наставити да се дели, 

уласком у нови ћелијски циклус или улази у стање мировања. Многобројне контролне 

тачке и у овој фази прекидају или одлажу ћелијски циклус у случају оштећења DNK, 

грешака у репликацији или аберантне митозе (8).  

 

Онкогени су структурно и фунционално хетерогена група гена чији продукти 

контролишу пролиферацију, раст и диференцијацију ћелија, али и трансформацију 

нормалне ћелије у туморску. Ту спадају фактори раста, рецептори за факторе раста, 

транскрипциони фактори, различити протеини који учествују у трансдукцији сигнала у 

сигналним путевима битним за пролиферацију ћелија, као и регулатори апоптозе (14). 

Заправо, протоонкогенима се називају нормални гени који кодирају протеине битне за 

раст и пролиферацију ћелије, који после мутације или повећане експресије могу постати 

онкогени (15). Неки онкогени, као што су Ras гени, кодирају протеине који учествују у 

сигналним каскадама многих биохемијских путева који су битни за пролиферацију 

ћелије, а њихова мутација изазива неконтролисану деобу и следствену малигну 

трансформацију ћелије. Једна од таквих сигналних каскада је и МАРK (енгл. Mitogen-

Activated Protein Kinase) киназни пут, укључен у контролу експресије различитих 

транскрипционих фактора међу којима је и c-Myc (16). 

 

c-Myc је један од најзначајнијих онкогена, игра битну улогу у регулацији ћелијског 

циклуса, а активира се различитим сигналним путевима. Наиме, под његовим директним 

утицајем се налази експресија неколико гена чији су продукти позитивни регулатори 

ћелијског циклуса, као што су гени за Cdks, циклине и транскрипциони фактор Е2F (17). 

Поред директног утицаја на транскрипцију, c-Myc утиче на хиперактивацију циклин/Cdk 

комплекса индукцијом Cdc25 фосфатазе или инхибицијом Wee 1 киназе. с-Myc инхибира 

транскрипцију p21, протеина који је укључен у деградацију p27, тако да и на овај начин, 

деловањем на CKIs, учествује у регулацији ћелијског циклуса. Такође, с-Myc индукује 

репликацију DNK регулацијом гена који кодирају протеине потребне за иницирање 

репликације (17). Препознат је као важнa терапијскa мета, јер је поремећај његове 

експресије удружен са многим туморима (18).  

 

Јасно је да су пролиферација, диференцијација и смрт ћелије под строгом контролом 

комплексне мреже сигналних путева и последичне активације различитих 

транскрипционих фактора битних за ове процесе у ћелији. Један од најважнијих 

сигналних путева у регулацији пролиферације ћелије и ћелијске смрти је сигнални пут 

PI3K/AKT који укључује активацију фосфатидил инозитол 3-киназе (енгл. 

Phosphatidylinositol 3-Kinase, PI3K) (19). PI3K је ензим који може бити активиран 

различитим сигналима, као што је везивање фактора раста за рецепторе или преко Ras 

протеина. PI3K даље учествује у настанку фосфатидил-инозитол-3-фосфата (енгл. 

Phosphatidylinositol 3-Phosphate, PIP3) (20). У одговору на различите факторе раста, PI3K 

активира неколико сигналних путева у којима је PIP3 битан супстрат, међу којима је и 

PI3K/AKT сигнални пут.  

 

АKТ киназа спада у породицу серин/треонин протеин киназа. Фосфорилисани и 

активирани облик АКТ киназе (pАKТ) је главни низводни ефектор PI3K/AKT сигналног 

пута који је укључен у даљу активацију mТОR (енгл. mammalian Target of Rapamycin) 
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киназе (21). Oвај сигнални пут је један од најзначајнијих за регулацију ћелијске 

пролиферације и ћелијске смрти, али и за настанак и прогресију многих тумора. 

Прекомерена активација или експресија АKТ киназе је повезана са интензивном 

пролиферацијом и повећаним преживљавањем туморских ћелија (21). АKТ киназа 

стимулише пролиферацију ћелија, односно пролазак кроз ћелијски циклус, и спречава 

улазак у апоптозу. Активацијом mТОR сигнализације регулише транскрипцију, синтезу 

протеина и ћелијску деобу. Поред ефекта на преживљавање и пролиферацију ћелије, 

једном активиран PI3K/AKT сигнални пут омогућава раст ћелије стимулацијом синтезе 

протеина преко mТОR киназе (21, 22). Наиме, mТОR киназа је једна од субјединица 

комплекса mТОRС1, који директно делује на синтезу протеина у ћелији. Комплекс 

mТОRС1 утиче на транскрипцију различитих гена битних за опстанак ћелије, утиче на 

транслацију, регулише ћелијски раст и деобу у одговору на факторе раста и доступне 

нутријенте. Хипоксија и оштећење DNK блокирају активност mТОR киназе (22). За 

mТОR киназу је такође познато да има стимулативни ефекат на ћелијски циклус, односно 

прелазак из G1 у S фазу ћелијског циклуса (23). Поред мутације гена за Ras протеине, 

мутације гена за PI3K спадају у најчешће детектоване мутације у различитим врстама 

тумора. Мутације гена који кодира алфа-каталитичку субјединицу PI3K, пронађене су 

код карцинома дојке, цервикса, ендометријума, простате, колоректалног карцинома, 

глиобластома, меланома и многих других тумора (24). У истраживању које је спроведено 

код оболелих од карцинома грлића материце резистентног на зрачење је показана 

појачана експресија pАKТ у односу на контролну групу, тако да је закључено да 

инхибитори PI3K/AKT сигналног пута могу бити корисни хемиотерапеутици (25).  

 

Поред инхибиције ћелијског циклуса, индукција апоптозе и других облика ћелијске 

смрти такође може бити од значаја за развој антитуморске терапије, с обзиром на то да 

је једна од основних карактеристика малигне ћелије избегавање ћелијске смрти. У 

основи, постоје два начина умирања ћелија, случајна или регулисана ћелијска смрт (26, 

27). Случајна ћелијска смрт је биолошки неконтролисан процес, и настаје као последица 

оштећења ткива које превазилази све механизме надзора. Регулисана (програмирана) 

ћелијска смрт или апоптоза обухвата јасно дефинисане сигналне каскаде и прецизно 

дефинисане ефекторске механизме. Поред апоптозе, последњих година, термин 

програмирана ћелијска смрт по новим класификацијама обухвата све више различитих 

облика ћелијске смрти као што су некроптоза, пироптоза, фероптоза, аутофагија и други 

(26, 27).  

 

Aпоптоза је једна од најзначајнијих врста програмиране ћелијске смрти и сматра се 

виталном компонентом различитих процеса, како физиолошких тако и патолошких. 

Строго је регулисан процес који се дешава без индукције запаљенског процеса (28, 29). 

У току апоптозе се дешавају специфичне морфолошке промене. Карактеристично је да 

се ћелије смежуравају, долази до бубрења ћелијске мембране, једро постаје пикнотично, 

губе се елементи цитоскелета и ћелије се заокругљују. Затим, код апоптотских ћелија 

долази до инверзије ћелијске мембране тако да фосфатидил-серин доспева на спољашњу 

страну мембране. У следећој фази се формирају апоптотска телашаца која садрже 

цитоплазму, органеле и фрагменте једра. Фосфатидил-серин на спољашњој мембрани 

привлачи фагоците који га препознају својим рецепторима. Процес фагоцитозе 

апоптотских телашаца спречава иницирање запаљенског процеса у околном ткиву (28, 

29). 
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Главни путеви апоптозе укључују спољашњи пут, преко рецептора смрти, и унутрашњи 

митохондријални пут. Додатно, апоптоза може бити покренута и гранзимима А и В које 

ослобађају цитотоксички лимфоцити (30). У програмираној ћелијској смрти, кључну 

улогу играју цистеин аспартил-специфични ензими, каспазе, које протеолитички 

разлажу ћелијске супстрате изазивајући биохемијске и морфолошке промене које су 

карактеристичне за апоптозу. Постоје три групе каспаза - иницијаторске (2, 8, 9, 10), 

ефекторске (3, 6, 7) и инфламацијске (1, 4, 5, 12) (31). Код сваког од наведених 

апоптотских путева, другачија иницијаторска каспаза покреће процес (нпр. 8, 9 или 10), 

да би након низа различитих биохемијских процеса сва три пута довела до активације 

каспазе 3, која се сматра ефекторском каспазом (29). 

 

Један од врло честих покретача унутрашњег (митохондријског) пута активације апоптозе 

је оштећење DNK, које може настати због оксидативног стреса, јонизујућег зрачења, 

исхемије и других штетних фактора. Следствена промена пермеабилности 

митохондријалне мембране праћена је ослобађањем проапоптотичких протеина као што 

су цитохром С и Smac/DIABLO. Цитохром С затим формира комплекс са ензимом APAF-

1, који активира каспазу 9. Заједно са каспазом 9 формира се структура названа 

апоптозом који даље активира ефекторску каспазу 3 (32). Smac/DIABLO протеини делују 

и тако што инактивирају инхибиторне протеине апоптозе (енгл. Inhibitors of Apoptosis 

Proteins, IAPs) (33). Унутрашњи пут апоптозе се налази под контролом велике фамилије 

Bcl-2 протеина (34). Неки од ових протеина су антиапоптотички (Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, 

Bcl-XS, Bcl-w, BAG), док су други проапоптотички (Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik 

и Blk). Када се проапоптотички протеини, као што су на пример Bax и Bak, активирају, 

настаје њихова олигомеризација на спољашњој мембрани митохондрија што нарушава 

њен интегритет и ослобађа се цитохром С који даље омогућава активацију каспазе 9 (34, 

35). 

 

Спољашњи пут апоптозе подразумева везивање лиганада за рецепторе смрти. 

Најпознатији рецептори смрти су FasR, TNFR1 (енгл. Tumour Necrosis Factor Receptor 1) 

и TRAIL-R (енгл. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor). Након везивања 

одговарајућег лиганда, настаје конформациона промена у самом рецептору и следствена 

активација различитих ензима, односно формирање апоптотског комплекса који 

активира прокаспазу 8. Каспаза 8 затим активира каспазу 3 (36, 37). Спољашњи пут може 

покренути унутрашњи, када се активирана каспаза 8 веже за проапоптотички Bid 

протеин, који мења интегритет митохондријалне мембране ослобађајући цитохром С (26, 

38). На Слици 4 су представљени механизми унутрашњег и спољашњег пута апоптозе 

(38).  
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Слика 4. Механизми унутрашњег и спољашњег пута апоптозе. Преузето и 

кориговано према: Loreto C S et al. Biomed Res Int. 2014;2014:616149 (38). 

Апоптоза је повезана са бројним физиолошким механизмима контроле раста и 

пролиферације ћелија, тако да је избегавање апоптозе један од предуслова за настанак 

тумора. Туморске ћелије могу имати поремећај у регулацији апоптозе на више нивоа, 

почев од поремећаја сигнализације, до повећања експресије антиапоптотичких протеина 

и смањења експресије проапоптотичких протеина. Дефекти у индукцији апоптозе могу 

на крају довести до избегавања надзора од стране имунског система и ширења 

популације туморских ћелија. Значај избегавања апоптозе у развоју тумора се огледа и у 

томе што већина познатих хемиотерапеутика и зрачење делују тако што изазивају 

апоптозу туморских ћелија (39).  

 

  

Унутрашњи пут Спољашњи пут

Лиганд за рецептор смрти

Прокаспаза 8

Каспаза 8

Прокаспаза 3

Каспаза 3

Каспаза 9

Прокаспаза 9

Цитохром С

Интрацелуларни стрес (оксидативни 

стрес, исхемија...)

Апоптозом

Aпоптоза

Рецептор смрти
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1.1.2. Фармаколошка терапија тумора 

 

Конвенционална хемиотерапија обухвата примену неколико група хемиотерапеутика 

чији је циљ заустављање пролиферације туморских ћелија, раста тумора, као и 

спречавање инвазије и метастазирања. Ови лекови делују различитим механизмима, тако 

што нарушавају структуру молекула DNK или RNK, ометају синтезу протеина, односно 

инхибирају молекуле који су битни за преживљавање ћелије што изазива застој у 

ћелијском циклусу или индукцију апоптозе. На жалост, треба имати у виду да оваква 

врста терапије делује и на здраве ћелије, због чега је њена примена праћена 

многобројним нежељеним ефектима (40, 41).  

 

Велики проблем у терапији тумора представља и развој резистенције на конвенционалне 

цитостатике, који туморске ћелије могу развити на неколико начина - изменом циљног 

дејства лека, појачањем експресије ефлуксних пумпи, експресијом механизама 

детоксикације, повећањем способности поправке DNK, смањеном осетљивошћу на 

апоптозу и измењеном пролиферацијом (42). Циљ истраживања нових 

хемиотерапеутика, поред избегавања токсичких нежељених дејстава, је и избегавање 

резистенције на лек. 

 

Постоји неколико група цитотоксичких лекова. Алкилирајући агенси као што су 

циклофосфамид, стрептозоцин и хлорамбуцил су, заједно са цисплатином, 

оксалиплатином и карбоплатином, сврстани у исту групу због сличног механизма дејства 

(41, 43). Ови лекови се лако везују за молекул азота у пуринској бази молекула DNK, 

гуанину, оштећују молекул DNK и изазивају застој у процесу деобе ћелија (41, 43). 

Међутим, познато да ови лекови изазивају бројне тешке нежељене ефекте од којих су 

међу најозбиљнијим нефротоксичност, ототоксичност и мијелосупресија (44). 

Антиметаболити различитим механизмима дејства оштећују молекул DNK. Неки од њих, 

као што је гемцитабин, инхибирају синтезу DNK ометајући дејство ензима 

рибонуклеотид редуктазе (45). Метотрексат врши редукцију фолата и на тај начин омета 

синтезу пуринских база (46), док 5-флуороурацил, формирајући комплекс са тимидин-

синтетазом такође омета синтезу и поправку молекула DNK (47). Антрациклини, као што 

је доксорубицин, делују на ензиме који учествују у репликацији DNK тако што утичу на 

све фазе ћелијског циклуса, док у већим дозама изазивају тешка оштећења срчаног 

мишића (48). Митотски инхибитори су алкалоиди биљака који се као такви могу наћи у 

природи, а делују тако што инхибишу M фазу ћелијског циклуса. Најпознатији лекови из 

ове групе су таксани и то паклитаксел и доцетаксел (49), као и vinca алкалоиди: 

винбластин, винкристин и винорелбин (50). Остале групе хемиотерапеутика чине тзв. 

антиканцерски антибиотици: блеомицин, митоксантрон, инхибитори топоизомеразе, 

топотекан и етопосид (41). Приликом примене конвенционалне хемиотерапије се врло 

често комбинују различите групе лекова, што датира још од истраживања Einhorn-a и 

сарадника, који су, од 1974. до 1978. године, у току проучавања леукемије, успели да 

комбинацијом хемиотерапијских агенаса као што су цисплатина, винбластин и 

блеомицин, повећају преживљавање код метастатског карцинома тестиса са 10% на 60% 

(51).  

 

Други приступ у лечењу тумора представља имунотерапија која обухвата више опција 

као што су примена моноклонских антитела, која укључује и примену инхибитора 

контролних тачака, aдоптивну ћелијску терапију или терапију тумор инфилтрирајућим 
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лимфоцитима (енгл. Tumor Infiltrating Lymphocytes, TIL) и терапију Т лимфоцитима са 

химерним антигеним рецептором (енгл. Chimeric Antigen Receptor, CAR) (52), примену 

антитуморских вакцина, као и различитих врста цитокина (53). Хемиотерапија је, са 

открићем моноклонских анитела заправо прешла у раздобље “циљане терапије” (54). До 

2020. године је за клиничку употребу одобрено преко 23 хемиотерапеутика на бази 

моноклонских антитела, као и 12 хемиотерапеутика који представљају моноклонска 

антитела конјугована са цитотоксичким лековима (55). Ритуксимаб је прво моноклонско 

антитело које је одобрено за клиничку примену 1997. године, за терапију лимфома, a 

везује се за CD20 молекул (56). Цетуксимаб се користи у терапији колоректалног 

карцинома (57), a трастузумаб, моноклонско антитело специфично за HER-2 рецептор 

(eнгл. Human Epidermal growth factor Receptor 2) се веома успешно користи у терапији 

карцинома дојке који исказују овај рецептор (58). Инхибитори контролних тачака 

(“checkpoint” инхибитори) као што су PD-1 (енгл. Programmed Cell Death 1) (ниволумаб, 

пебролизумаб), PD-L1 (енгл. Programmed Cell Death Ligand 1) (атезолизумаб, дуралумаб) 

и CTLA-4 (енгл. Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein 4) (ипилимумаб) инхибитори, 

су направили револуцију у лечењу различитих врста тумора (59).  

 

Међутим, и ова врста антитуморских агенаса има бројна нежељена дејства од којих се 

као најозбиљнија могу сматрати неуролошки нежељени ефекти (који укључују 

аутоимунски енцефалитис, асептични менингитис и мултиплу склерозу) (60), 

кардиотоксичност (61) и компликације од стране ендокриног система попут индукције 

diabetes mellitus-а (62). У току последње деценије један од главних приступа у лечењу 

тумора подразумева комбинацију имунотерапије и примене цитотоксичких лекова. Тако 

је на пример актуелна комбинација трастузумаба и циплатине у терапији карцинома 

дојке (63). Постоје и истраживања у којима се токсична хемиотерапијска средства 

конјугују са моноклонским антителима како би се прецизније допремала до циљних 

ћелија (64).  

 

У последње време, актуелна су истраживања нових антитуморских агенаса који делују 

као инхибитори ћелијског циклуса. Најчешће делују на Cdks, а могу бити селективни 

(делују на одређене Cdks) и неселективни (делују на више различитих Cdks). На пример, 

флавопиридол је неселективни пан-Cdks инхибитор, који може зауставити ћелијски 

циклус у било ком тренутку (65). Посебно ефикасно се показао у комбинацији са 

појединим цитотоксичким хемиотерапеутицима. На пример, уколико се флавопиридол 

примени након терапије лековима који изазивају оштећење DNK, заустављајући S фазу 

ћелијског циклуса, инхибиција Cdks даље омета фосфорилацију E2F што уводи ћелију у 

апоптозу. Такав ефекат је изражен приликом комбинације са гемцитабином (65). 

Флавопиридол такође показује синергију и са таксанима, па се ефекат комбинације са 

доцетакселом испитује у клиничкој студији са пацијентима оболелим од карцинома 

простате (65). Испитивањем R-росковитина, такође неселективног инхибитора Cdks, на 

ћелијама МСL (енгл. Mantle Cell Lymphoma) лимфома, показано је да изазива накупљање 

ћелија у G2/M фази и индукцију апоптозе (66). Снижен ниво циклина D1 и Mcl-протеина 

су сугерисали да је до застоја у ћелијском циклусу дошло због инхибиције елонгације 

транскрипције, што је и показао снижен ниво фосфорилисане RNK-полимеразе II (66). 

Примери селективних инхибитора Cdk4 и Cdk6 су палбоциклиб, рибоциклиб и 

абемациклиб, који се налазе у различитим стадијумима клиничких испитивања (67). 

Палбоциклиб се у комбинацији са другим антитуморским лековима користи у лечењу 

естроген-позитивног HER-2-негативног карцинома дојке (68). 

 

https://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=CDR0000045329&version=Patient&language=en
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Примена Cdks инхибитора је на жалост праћена многобројним нежељеним ефектима, 

почев од гастроинтестиналних тегоба и електролитског дисбаланса до неутропеније, 

леукопеније и хепатобилијарне токсичности (69). Интересантно је да неки од ових лекова 

антагонизују дејство цитостатика, што је примећено приликом комбинације 

палбоциклиба и карбоплатине (70), поготово кад су у питању неселективни инхибитори. 

 

Блокирање молекула који учествују у PI3K/AKT/mTOR сигналном путу се показало као 

добра стратегија у антитуморској терапији. У последњим фазама клиничких испитивања 

се тренутно налазе капивасертиб за лечење карцинома дојке (71), као и ипатасертиб и 

упросертиб, посебно испитивани за лечење троструко негативног карцинома дојке (енгл. 

Triple Negative Breast Cancer, ТNBC) (72), који делују као инхибитори АKТ киназе. 

Многи инхибитори PI3K и mТОR су већ одобрени од стране Америчке агенције за храну 

и лекове (енгл. Food and Drug Administration, FDA), као што су еверолимус, сиролимус, 

темсиролимус, алпелисиб, дувелисиб, копанлисиб и идеалисиб (73).  

 

Такође, тренд дизајна антитуморских лекова последњих година је деловање на поједине 

сегменте апоптотског пута. Највише су испитивани инхибитори каспаза. На пример, 

показано је да синтетски пан–каспазни инхибитор, z-VAD-fmk, када се апликује изазива 

застој у расту ћелија карцинома дојке MCF-7 и MDA-MB-231 које су претходно 

инфициране herpes-simplex вирусом тип 1 (HSV 1) за 24 - 33% (74). Каспаза-3 инхибитор, 

М867, је редуковао прогресију и васкуларизацију тумора пореклом од ћелија карцинома 

плућа H460 (75). Међутим, установљено је да су се ови, а и многи други инхибитори 

каспаза, показали лоше у претклиничким студијама, због ниске специфичности, мале 

ефикасности и осетљивости на развој резистенције, тако да ова област захтева још много 

истраживања како би примена била могућа (75). 

 

1.2. Металотерапија тумора 

 

Примена једињења метала у терапији тумора је позната преко 200 година, а почела је 

када је када је Fowler-ов раствор, калијум-арсенит, примењен за лечење леукемије (76). 

Од тада, до открића цисплатине, није било нових сазнања у овој области. Међутим, због 

пораста броја оболелих од малигних болести и бројних нежељених дејстава постојећих 

хемиотерапеутика, последњих деценија су актуелна истраживања која се баве 

металотерапијом тумора. Један од разлога је свакако и то што су многобројна једињења 

метала показала значајан цитотоксички ефекат in vitro, а уз то се хемијски могу 

модификовати додавањем различитих лиганада што може побољшати њихов ефекат и 

смањити токсичност (77).  

 

Као потенцијални антитуморски агенси највише се проучавају једињења прелазних 

метала, пре свега платине (Pt) и паладијума (Pd). Актуелна су и испитивања иридијума, 

осмијума, родијума и рутенијума (78), затим арсена, антимона, бизмута, злата, 

ванадијума, гвожђа, титанијума, галијума и других (79). Од свих метала, до скоро су се 

једино једињења Pt користила у клиничкој пракси, за лечење различитих тумора, 

укључујући туморе тестиса, јајника, бешике, главе и врата, једњака, плућа, дојке, грлића 

материце, желуца и простате (80). Последњих деценија се испитују комплекси 

различитих метала за које се претпоставило да могу бити успешни у фотодинамској 

терапији тумора. Изузев комплекса Pd, (паделипорфин), који је одобрен за терапију код 

карцинома простате, у различитим фазама клиничких испитивања се налазе комплекси 
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који садрже калај (ростапорфин), лутецијум (мотексафин), алуминијум (фотосенс) и 

рутенијум (TLD-1433) (81).  

 

Многи комплекси метала су показали снажан цитотоксички ефекат на хуманим и мишјим 

културама туморских ћелија На пример, комплекси сребра са пиридином су у in vitro 

испитивању показали значајан цитоксички ефекат на ћелијама хепатоцелуларног 

карцинома, (HepG2), аденокарцинома плућа (A549), карцинома колона (HT29) и дојке 

(MCF-7) (82). Такође, комплекси злата са N-хетероцикличним карбеном су показали 

туморицидан ефекат на ћелијама карцинома колона (HCT 116) (83), док су комплекси 

бакра са бензимидазолом цитотоксички деловали на ћелије карцинома дојке (MCF-7) 

(84). 

 

Изазов истраживачима поред снажног туморицидног ефекта који неки метали показују, 

представља и испитивање безбедног и прецизног транспорта до циљних ћелија. Развој 

нових облика транспорта и таргет-терапије отвара много нових могућности за примену 

метала у терапији тумора (77). 

 

1.2.1. Комплекси платине у терапији тумора 

 

Pt је прелазни метал који припада такозваном “d” блоку елемената, тако да лако мења 

свој оксидациони број, због чега је способна да са различитим врстама лиганада гради 

координационе комплексе (85). У својим комплексима може имати различит 

оксидациони број, од +1 до +4, али у природи преовлађује +2 оксидационо стање. 

Приликом формирања комплекса, у зависности од оксидационог броја, Pt може 

формирати једињења са различитим бројем лиганда. Најчешћи лиганди у овим 

комплексима су молекули који садрже фосфор, азот или хлор, као донорске атоме (86). 

 

Комплекси Pt(II) могу бити мононуклеарни или полинуклеарни, у зависности од тога 

колико језгара Pt садрже. Неколико мононуклеарних комплекса Pt(II) се успешно 

примењује у хемиотерапији тумора, док за мултинуклеарне комплексе постоји све веће 

интересовање јер се сматра да имају другачију реактивност и боље биолошке особине у 

односу на цисплатину и њене аналоге (87). Креирање и синтетисање нових динуклеарних 

и уопште полинуклеарних комплекса је посебно актуелно последњих година, а усмерено 

је на истраживање нових начина везивања комплекса за молекул DNK, како би се 

превазишао проблем резистенције на мононуклеарне комплексе (88). 

 

Један од првих комплекса Pt(II) примењен у медицини је цисплатина, (cis-[Pt(NH3)2Cl2], 

cis-diamminedichloroplatinum(II)). Антипролиферативни ефекат цисплатине, планарног 

координационог комплекса Pt у cis облику, је откривен случајно. Цисплатина је 

пронађена као супстанца која се ослобађала на површини Pt електрода у амонијачном 

пуферу, под утицајем електричне струје. Новонастала супстанца је имала способност да 

инхибира размножавање бактерије Escherichia coli, што је и публиковано у раду који су 

1965. године објaвили Rosenberg и сарадници (89), док је касније откривено и њено 

антитуморско дејство (90). Антитуморски ефекат цисплатине Rosenberg и Van Camp су 

доказали и на мишјем саркому in vivo, при чему је показано да након једне 

интраперитонеалне дозе овог једињења долази до регресије тумора за 60% (90). 

Rosenberg 1973. године у свом раду описује испитивање антитуморског ефекта 

различитих координационих комплекса Pt, углавном добијених модификацијом 

цисплатине, на чак 28 врста различитих тумора, од којих је већина нових комплекса била 
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већ у II фази клиничких испитивања (91). Цисплатина је 1978. године постала доступна 

у онколошкој терапији (Platinol®) (92). 

 

Након уласка у ћелију, најчешће пасивном дифузијом, цисплатина подлеже хидролизи, 

a у ћелију се може унети и преко различитих транспортера, од којих је један од 

најзначајнијих транспортер бакра 1 (енгл. Сooper Transporter 1, CTR1). Сматра се да ова 

интеракција са транспортерима бакра може бити одговорна за резистенцију на лек (93). 

На Слици 5 је приказано потенцијално туморицидно дејства комплекса Pt(II) (Слика 5).  

 

 
Слика 5. Потенцијални механизам туморицидног дејства комплекса платине(II). 
Преузето и кориговано према: Dilruba S, Kalayda GV. Cancer Chemother Pharmacol 

2016;77(6):1103-24. CTR 1: транспортер бакра 1 (енгл. Сooper Transporter 1) (93). 

 

Резултати истраживања које је спроведено на ћелијској линији хуманог карцинома 

оваријума (А2780), су показали да CTR1 посредује у преузимању цисплатине у ћелије и 

да вероватно представља једну од детерминанти резистенције јер је пронађена нижа 

експресија CTR1 у ћелијама које су мање акумулирале цисплатину (94). Потенцијални 

механизам туморицидног дејства цисплатине и уопште комплекса Pt(II) подразумева да 

се они најчешће везују за N7 позицију гуанина, на молекулу DNK, формирајући 

ковалентну везу са једним атомом азота (93). Након везивања, формирају се структуре 

назване DNK адукти, које су у облику затвореног прстена. DNK адукти нарушавају 

структуру молекула DNK и доводе до његовог расплитања (95). Комплекси Pt(II) могу 

формирати укрштене везе, између два суседна ланца DNK, најчешће између два 

гунанина или између гуанина и аденина (96), затим се могу везивати путем 

интеркалације што подразумева уметање комплекса Pt(II) између базних парова 

молекула DNK, што нарушава његову структуру и функције (97). Није ретко ни везивање 

за мали или велики жлеб DNK, што не нарушава структуру DNK, али може утицати на 

интеракције молекула DNK и експресију гена (98). Од осталих начина везивања, честе 

су и електростатичке интеракције, када реагују позитивно налектрисане групе лиганада 
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и негативно налектрисане фосфатне групе DNK молекула (99). Због постојања адуката 

комплекс/DNK настаје инхибиција транскрипције и репликације. Теоретски, постоје два 

начина да се реши овако настало оштећење DNK, активација система за поправку DNK 

или смрт ћелије. Сматра се да цисплатина оштећује DNK тешко и иреверзибилно, због 

чега ћелије подлежу апоптози (100).  

 

Резултати испитивања механизма цитотоксичког дејства цисплатинe на три ћелијске 

линије акутне промијелоцитне леукемије (HL-60, KG-1a и NB4) су показали да 

цисплатина може да индукује стварање реактивних кисеоничних једињења (енгл. 

Reactive Oxygen Species, ROS). У ћелијама је такође забележено појачано ослобађање 

продуката липидне пероксидације као што је малондиалдехид што додатно изазива 

оштећење DNK. Интересантно је да је приликом третмана цисплатином, дошло до 

повећања нивоа транскрипционог фактора AP-1 (енгл. Activator Protein 1) и p53 

протеина, као и повећања експресије p21 и самим тим до застоја ћелијског циклуса у G1 

фази (101). Даље, у истом истраживању је показано да цисплатина изазива апоптозу 

унутрашњим путем јер су забележени повишени нивои експресије каспазе 3 и цитохрома 

C (101). На основу претходних истраживања, показано је да цисплатина такође може да 

индукује и некроптозу кроз формирање некрозома који садрже RIPK1 (енгл. Receptor-

Interacting serine/threonine-Protein Kinase 1), RIPK3 и MLKL (енгл. Мixed Lineage Kinase 

domain-Like protein) протеине, који су укључени у оштећење мембране и каснију 

ћелијску смрт (102).  

 

Треба истаћи да је цисплатина мононуклеарни комплекс Pt, а да везивање са молекулом 

DNK зависи од природе комплекса. На пример, познато је да се мононуклеарни 

комплекси везују за једну позицију унутар молекула DNK, формирајући 

монофункционалне DNK адукте, док се полинуклеарни комплекси могу везивати на 

више начина (на пример, динуклеарни комплекси формирају бифункционалне DNK 

адукте) (103). Истраживања су показала да динуклеарни комплекси са алкен-диаминским 

лигандима, могу формирати такозване “intrastrand “ унакрсне везе (везују се за два места 

на једном ланцу DNK) или “interstrand“ (везују се за два различита места на два 

комплементарна ланца молекула DNK), а могу повезивати и два молекула DNK. У свим 

тим случајевима је везивање ових комплекса бифункционално, што значи да у вези са 

молекулом DNK могу бити оба Pt језгра. У ове структуре могу бити укључени и протеини 

са којима се комплекси Pt везују, тако да се некада могу везивати једним Pt језгром за 

молекул DNK, а другим за протеин, па је такво везивање монофункционалног типа (103). 

Постоје и истраживања на основу којих се може претпоставити да комплекси Pt могу 

стимулисати антитуморски имунски одговор, па је тако примећено да мишеви са 

метастатским лезијама карцинома плућа, који су третирани комплексом [PtCl4(en)], у 

слезини имају значајно веће проценте NK и NKT ћелија, као и CD8+ цитотоксичких T 

лимфоцита (104).  

 

Убрзо након примене цисплатине појавили су се и први нежељени ефекти, пре свега 

нефротоксичност, а затим и ототоксичност, мијелосупресија, хепатотоксичност и 

кардиотоксичност. Губитак слуха и гастроинтестиналне тегобе у виду мучнине и 

повраћања су врло честе појаве (44). Без обзира на нежељене ефекте, цисплатина се 

ефикасно користи за лечење различитих тумора. Међутим, значајан терапијски проблем 

је и развој резистенције на цисплатину, која је праћена смањеном акумулацијом лека у 

ћелији. Претпоставља се да разлози могу бити генетске или епигенетске промене које 
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доводе до губитка везујућег места или транспортера за цисплатину, али и инактивација 

услед везивања за молекуле који садрже тиол-групе (105).  

 

Како би се смањила токсичност и развој резистенције на лек, синтетисано је неколико 

мононуклеарних комплекса добијених модификацијом цисплатине, од којих су само 

карбоплатина и оксалиплатина одобрене за клиничку употребу у целом свету. Од 

осталих комплекса, одобрене су и недаплатина и мираплатина у Јапану, хептaплатина у 

Кореји и лобаплатина у Кини (106). У истраживањима се показало да је и карбоплатина 

ефикасна као антитуморски агенс, да су нежељени ефекти слабији, а да је највећи 

проблем укрштена резистенција са цисплатином. У активном облику, карбоплатина је 

идентична цисплатини, тако да сви тумори који су резистентни на цисплатину, најчешће 

развијају резистенцију и на карбоплатину (107). 2002. године је за клиничку употребу 

одобрена и оксалиплатина (108). Оксалиплатина се користи за терапију колоректалног 

карцинома у комбинацији са 5-флуороурацилом и фолинском киселинома, поготово код 

врста код којих су цисплатина и карбоплатина неефикасне (109). Осим тога, због 

могућности оралне примене, комплекси Pt(IV) су постали предмет великог броја 

истраживања, али су само два комплекса близу могућности одобрења за клиничку 

примену, сатраплатина и LA-12 (110). Сатраплатина показује значајну антитуморску 

активност на неколико линија хуманих туморских ћелија које су резистентне на 

цисплатину (111).  

 

Инкорпорирање деривата Pt у липозомалне партикуле које омогућавају лакше 

допремање ових једињења до ћелије се налази у фокусу савремених истраживања (112). 

На пример, антитуморски агенс ProLindacTM се користи у третману карцинома дојке, 

оваријума, плућа и простате, као и за терапију метастатског карцинома дојке, а 

представља оксалиплатину повезану са комплексом који јој омогућава лакши транспорт 

(112). Затим, приликом примене липоплатине, липозомалне варијанте цисплатине, 

уочено је значајно смањење појаве реналне токсичности, периферне неуропатије, 

ототоксичности и других нежељених ефеката, попут мучнине и повраћања. Испитивање 

њеног туморицидног потенцијала и могућност комбинације са другим цитостатицима у 

циљу ублажавања нежељених дејстава је предмет истраживања бројних клиничких 

студија (113). Иако се свакодневно испитује веома велики број динуклеарних и 

полинуклеарних комплекса Pt, углавном се налазе у различитим претклиничким 

студијама. Један од првих полинуклеарних комплекса Pt који је ушао у фазу II клиничких 

испитивања је био тринуклеарни бифункционални комплекс, [{trans-PtCl(NH3)2}2-μ-

trans-{Pt(NH3)2(H2N(CH2)6NH2)2}](NO3)4 [Триплатин, BBR3464], који се сматрао 

ефикасним за лечење тумора који су били резистентни на цисплатину (114). 
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1.2.1.1. Примена комплекса платине у терапији карцинома дојке 

 

Примену цисплатине код карцинома дојке са метастазама у цервикалним лимфним 

чворовима је међу првима описао Rossof, 1972. године (115). Иако је показала значајну 

ефикасност, са 50% регресије тумора која се одржавала 3 месеца, цисплатина није 

разматрана као лек првог избора пре свега због нежељених ефеката и компликоване 

примене која је захтевала интензивну парентералну хидратацију (116). Наредне студије 

су показале да је терапијски успех извеснији уколико се цисплатина примени као прва 

линија хемиотерапије, поготово кад је у питању метастатски карцином дојке (117). 

 

У низу клиничких студија које су уследиле се испитивало њено комбиновање са другим 

хемиотерапеутицима. Комбинација са етопосидом је испитивана у клиничким студијама 

код пацијената са метастазама и у различитим дозама је показала различиту ефикасност 

(118, 119). У клиничкој студији са пацијенткињама које су биле лечене другим 

терапијским режимима, комбинација са 5-флуороурацилом се показала успешном, чак и 

у случају постојања метастаза (120). Примена паклитаксела и цисплатине се показала 

успешном у фази II клиничких испитивања код метастатског карцинома дојке, али је 

успех био лимитиран бројним нежељеним ефектима као што су болови у мишићима, 

мучнина, повраћање, неуропатија, нефротоксичност, неутропенија и анемија (121). 

Ефекат комбинације са доцетакселом (122) и гемцитабином (123) је био праћен 

неутропенијом и тромбоцитопенијом као најчешћим нежељеним ефектима (122, 123). 

Интензивно испитивање цисплатине и њених аналога је постало актуелно 1994. године, 

када је примећено синергистичко дејство са трастузумабом на култури ћелија хуманог 

карцинома дојке (124). Предклиничке студије које су уследиле су такође показале да је 

синергистичко дејство цисплатине и трастузумаба ефикасније него што je ефекат ових 

агенаса појединачно (125). Интересантно је да је 2019. године Pt(II) по први пут 

употребљена као везујући елемент између моноклонског антитела трастузумаба и 

синтетичког цитотоксичког агенса ауристатина F. Прелиминарни резултати су били 

обећавајући, што је показано туморицидним ефектом на неколико ћелијских линија међу 

којима је и JIMT-1, ћелијска линија HER-2 позитивног дукталног карцинома дојке (126).  

 

Хемиотерапија једињењима на бази Pt се показала нарочито ефикасном код TNBC (127). 

TNBC је веома агресиван облик болести, са већим туморима него код осталих врста и 

метастазама у лимфним чворовима, а карактерише га одсуство хормонских рецептора за 

естроген и прогестерон, као и HER-2 рецепторa. Чак 50% пацијената у раној фази 

доживљава рецидив болести, а 37% умире у првих 5 година након операције (128). TNBC 

се најчешће лечио комбинацијом режима заснованих на примени таксана и антрациклина 

(129). Садашње смернице подржавају исти протокол, међутим, због хетерогености и 

високе стопе релапса TNBC, постоји потреба за оптимизацијом ефикасности лечења и 

развијањем нових терапијских протокола који потенцијално могу побољшати 

преживљавање (130). Примена деривата Pt, као што је карбоплатина у склопу 

неоадјувантне терапије, код TNBC и HER-2 позитивних карцинома дојке је индуковала 

потпуну регресију тумора у патохистолошком смислу, у 53%, односно 33% случајева 

(131).  
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1.2.2. Потенцијална примена комплекса паладијума у терапији тумора 

 

Због токсичности и великог броја нежељених ефеката комплекса Pt, последњих деценија 

су актуелна истраживања и других метала, који представљају обећавајућу базу за 

испитивање нових антитуморских агенаса. Pd, као и Pt припада групи прелазних метала, 

а због физичке и хемијске сличности са Pt, очекује се да су комплекси који садрже Pd по 

својим антитуморским својствима слични Pt аналозима. Токсиколошка испитивања су 

показала 10 пута мању токсичност једињења Pd него једињења на бази Pt, што их као 

потенцијалне антитуморске лекове чини безбеднијим за примену (132). Међутим, за 

разлику од Pt, комплекси Pd су нестабилни, односно 105 пута брже подлежу хидролизи 

него комплекси Pt, тако да очекивани фармаколошки ефекат често изостаје (133). За 

велики број различитих мононуклеарних и полинуклеарних комплекса Pd је познат 

механизам антитуморског дејства али недостаје више студија које би се бавиле 

метаболичким и in vivo ефектима, што је неопходно за разматрање њихове примене у 

терапији тумора (134).  

 

Низ студија које су спроведене последњих година су се бавиле испитивањем 

потенцијалних механизама индукције смрти туморских ћелија комплексима Pd(II). На 

пример, у једној од студија је показано да мононуклеарни комплекси Pd са куркумином 

изазивају цитотоксички ефекат на неколико ћелијских линија карцинома простате. Ови 

комплекси су индуковали апоптозу, што је доказано повећањем нивоа каспазе 3, 

усходном регулацијом проапоптотичких Bax протеина и нисходном регулацијом 

антиапоптотичких Bcl-2 протеина (135). Такође, у истраживању Ulukaya и сарадника је 

показано да комплекси Pd(II) са сахаринатом и пиридином индукују апоптозу ћелија 

хуманог карцинома дојке MCF-7, повећањем експресије гена за рецепторе смрти из 

породице ТNF-α, TRAIL-R1 и TRAIL-R2, и следственом активацијом каспазе 8 која 

затим активира ефекторске каспазе (136). Посебно интересовање постоји за синтезу 

комплекса Pd(II) са ароматичним лигандима, као што су хидроксипиридин (137) и 

фенантролин (138), јер се претпоставља да имају потенцијал да буду ефикасни 

антитуморски лекови. 2017. године је за лечење карцинома простате одобрен први 

комплекс Pd(II), назван паделипорфин (WST011) (81, 139). Његова ранија модификација, 

падoпорфин (WST09) је растворљива у мастима, али не и у води, због чега је приликом 

интравенске администрације потребно користити носач (81, 139). Паделипорфин се 

користи у фотодинамској терапији тумора, а означен је као фотосензибилизатор. Наиме, 

фотосензибилизатори су супстанце које под утицајем светлости омогућавају настанак 

реактивног кисеоника који затим уништава туморску ћелију (140). 

 

На основу истраживања Vojtek и сарадника, од 1992. до 2018. године, установљено је да 

се за чак 121 нови комплекс Pd(II) испитује антитуморска активност код карцинома 

дојке, а посебно код TNBC (141). Vojtek и сарадници су комплексе Pd(II) примењене у 

овим истраживањима поделили на неколико група на основу врсте лиганда који су 

припадали различитим хемијским једињењима као што су етил-диамини, биогени 

полиамини, бензил-амини, деривати пиридина, пиразола, имидазола, тиоуреа и 

тиосемикарбазони. Истраживања су показала да је за неке комплексе Pd(II), као што су 

комплекси са аминским лигандима, претпостављени механизам дејства оштећење 

молекула DNK, ковалентним везивањем комплекса за азотне базе, најчешће пуринске, 

док је за комплексе са бензил аминима и ароматичним једињењима показано да индукују 

апоптозу (141). 



18 

 

 

1.3. Комплекси прелазних метала у борби против растуће резистенције 

микроорганизама на антимикробне лекове 

 

Постоји веома велики број природних и синтетских антимикробних супстанци, које на 

различите начине могу деловати на микроорганизме (142). Бета-лактамски и 

гликопептидни антибиотици  делују тако што инхибирају синтезу ћелијског зида (143); 

флуорохинолони инхибирају ензиме који учествују у репликацији (144); 

аминогликозиди, везујући се за 30s (145), а макролиди за 50s подјединицу рибозома, 

прекидају транслацију и инхибирају синтезу протеина (146); колистин нарушава 

интегритет цитоплазматске мембране замењујући Ca2+ и Mg2+ јоне (147), док 

рифампицин везује β-подјединицу RNK полимеразе, прекидајући синтезу информационе 

рибонуклеинске киселине (iRNK) (148) (Слика 6).  

 

Слика 6. Механизми дејства појединих антимикробних лекова. Преузето и 

кориговано према: Dehghan Esmatabadi MJ et al. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand) 2017; 

63(2):40-8 (142). 

 

Упркос постојању великог броја антимикробних лекова, резистенција микроорганизама, 

а поготово бактерија на антимикробне лекове постаје све већи здравствени проблем. 

Механизми резистенције бактерија и гљивица на антимикробне лекове су бројни. Гени 

резистенције се могу налазити на хромозомима и на екстрахромозомској DNK. Соматске 

мутације су ретке, па је најчешћи облик преношења и ширења гена резистенције путем 

хоризонталног генског трансфера (коњугацијoм, трансдукцијом и трансформацијом) уз 

помоћ мобилних генских елемента као што су плазмиди, интегрони, транспозони и 
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инсерционе секвенце (149). У току последње деценије, нарочито је забрињавајуће 

ширење мултирезистентних бактерија, од којих су неке отпорне на сва постојећа 

антимикробна средства (150). На основу дефиниције прихваћене од стране европских и 

светских експерата, под мултирезистентним бактеријама се подразумевају оне које су 

резистентне на најмање по један антибиотик из најмање три категорије антимикробних 

лекова (151). У току 2019. године је у клиничким испитивањима било 32 нове 

антимикробне супстанце, од којих је само 6 одобрено за клиничку употребу (150).  

 

Недостатак нових антибиотика остаје главни проблем и погађа здравствене система 

земаља свих нивоа развоја (150). Посебну опасност представљају мултирезистентни 

сојеви Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa, и Enterobacter spp., који су означени, по почетним 

словима, као ESKAPE патогени, а најчешћи су изазивачи болничких инфекција (152). 

 

Истраживање нових антимикробних средстава WHO је означила као приоритет, 

нарочито за најрeзистентније бактерије из ове групе, као што су карбапенем-резистентне 

Enterobacteriaceae и Acinetobacter baumannii и метицилин резистентни Staphylococcus 

aureus (MRSA) (150). Већина истраживача је фокусирана на откривање нових места у 

бактеријској ћелији за која би нова антимикробна средства могла да се вежу или пак на 

откривање нових једињења која до сада нису била примењивана у терапији инфекција, 

на која самим тим микроорганизми нису развили отпорност.  

 

Јони метала играју важну улогу у биолошким процесима због чега могу да се користе за 

развој нових антимикробних лекова. Атоми метала лако губе електроне и стварају 

позитивно наелектрисане јоне што их чини растворљивим у биолошким течностима, због 

чега лако ступају у интеракцију са биомолекулима који су богати електронима, попут 

DNK или протеина (153). Због специфичних хемијских особина координационих 

комплекса и последичне тродимензионалне структуре, прелазни метали, а међу њима и 

Pt, имају велики потенцијал да се примене као антимикробна средства. Антимикробни 

ефекат комплекса на бази јона метала може потицати од њихове способности да врше 

брзу измену лиганада, могућности продукцијe ROS, деловања на ензимску активност, 

поремећај функције ћелијске мембране микроорганизама или оштећења њихове DNK 

(154). 

 

1.3.1. Комплекси платине и паладијума као потенцијални антимикробни лекови 

 

Сама цисплатина је првобитно откривена као средство које инхибира деобу бактерије 

Escherichia coli (89). Низ клиничких студија којима је испитивано антимикробно дејство 

комплекса Pt управо показује да ови комплекси могу да буду моћна антимикробна 

средства (155). Chlumsky и сарадници су истражили потенцијалне механизме 

антимикробног дејства нанопартикула (NP) које су садржале прелазне метале Pt(II) и 

Pd(II) (156). Испитујући антибактеријски ефекат ових супстанци на четири бактеријске 

врсте, Salmonella enterica, Escherichia coli, Listeria monocytogenes и Staphylococcus aureus, 

они су претпоставили да NP са Pt(II) и Pd(II) прво креирају агрегате на површини 

бактеријске ћелије, затим замењују поједине молекуле, што индукује оштећење 

ћелијског зида и ћелијске мембране, утичу на хиперпродукцију ROS, оштећење молекула 

DNK, екстернализацију садржаја ћелије и њену последичну смрт. Такође, закључили су 

да испитиване NP са Pt(II) Pd(II) немају цитотоксички ефекат, али имају инхибиторни 

ефекат на раст свих испитиваних бактеријских врста (156).  
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Vaidya и сарадници су у својој студији испитивали антимикробно дејство комплекса Pt и 

Pd али и других метала (сребра, злата и бакра), на три бактеријске врсте, Enterococcus 

faecium, Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter baumannii и сви комплекси су показали 

значајну антибактеријску активност, при чему је Pt показала најбоље резултате (157). 

Cho и сарадници су показали да нанопартикуле са сребром и платином показују 

антимикробни ефекат и заустављају раст Staphylococcus aureus и Escherichia coli (158). 

Нанопартикуле са Pt такође инхибирају размножавање бактерија које су пронађене у 

денталном плаку (Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis, Porphyromonas gingivalis) 

(159). Комплекси Pt(II) и Pd(II) са нанопартикулама арамида су показали ефикасност 

против Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Aspergillus flavus и Candida albicans (160). 

Мононуклеарни комплекс Pt(II) са 5-квинолин 1,3,5–три-супституисаним пиразолом је 

показао значајну антимикробну активност против Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 

Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa и Escherichia coli (161). 

 

Због сличних биолошких и хемијских особина као Pt, а због мање токсичности, 

липофилности и боље растворљивости у ткивима, комплекси Pd се сматрају изузетно 

погодним за креирање нових антимикробних лекова (162). У досадашњим 

истраживањима, комплекси са различитим лигандима су показивали различиту 

антимикробну активност. Једно од првих истраживања које се бавило антимикробном 

активношћу Pd је било испитивање комплекса Pd(II) са тетрациклинима. Оно што је 

интересантно је да су ови комплекси показали антимикробну активност на сојевима 

Escherichia coli за које је претходно утврђено да су резистентне на тетрациклине (163). 

Међутим, комплекси Pd са квинолинил-амино-фосфонатом у основи, нису показали ни 

антибактеријску ни антифугалну активност (164). Комплекс Pd(II) са дериватима S-алкил 

тиосалицилне киселине су показали варијабилну антимикробну активност на 26 врста 

микроорганизама, а значајан ефекат су имали само на плесни Aspergillus fumigatus и 

Aspergillus flavus (165).  

 

Антимикробни ефекат комплекса на бази јона Pt, Pd, као и других прелазних метала, их 

чини предметом будућих истраживања у циљу проналажења нових, ефикасних 

антимикробних агенаса. 
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2. ЦИЉ И ХИПОТЕЗЕ 

 

Циљ истраживања 

 

Главни циљ ове студије је испитивање структурних особина, туморицидних и 

антимикробних ефеката синтетисаних динуклеарних комплекса Pt(II) са пиридазином 

као мостним лигандом и динуклеарних комплекса Pd(II) са ароматичним N-

хетероцикличним мостним лигандима, као и анализа потенцијалних молекулских 

механизама њихове антитуморске активности. 

 

Конкретни експериментални задаци постављени су на основу главног циља студије: 

 

1. Испитати структурне особине синтетисаних динуклеарних комплекса Pt(II) и Pd(II) 

2. Анализирати интеракције динуклеарних комплекса Pt(II) и Pd(II) са биомолекулима 

као што су DNK, BSA (енгл. Bovine Serum Albumin, говеђи серум албумин) и НSA 

(енгл. Human Serum Albumin, хумани серум албумин) 

3. Испитати цитотоксички потенцијал динуклеарних комплекса Pt(II) и Pd(II) на 

линијама ћелија различитих врста солидних тумора мишјег и хуманог порекла in vitro  

4. Испитати антимикробно дејство динуклеарних комплекса Pt(II) и Pd(II) користећи 

различите сојеве бактерија и гљивица  

5. Анализирати ефекат динуклеарних комплекса Pt(II) на механизме ћелијске смрти 

туморских ћелија  

6. Анализирати ефекат динуклеарних комплекса Pt(II) на ћелијски циклус туморских 

ћелија  

7. Анализирати ефекат динуклеарних комплекса Pt(II) на екпресију молекула 

укључених у регулацију ћелијског циклуса и ћелијске смрти 

8. Испитати ефекат динуклеарних комплекса Pt(II) на раст тумора и преживљавање у 

моделу мишјег карцинома дојке in vivo 

 

Хипотезе истраживања 

1. Динуклеарни комплекси Pt(II) са пиридазином као мостним лигандом и динуклеарни 

комплекси Pd(II) са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима показују 

значајну цитотоксичку активност на различитим ћелијама тумора мишјег и хуманог 

порекла. 

2. Динуклеарни комплекси Pt(II) са пиридазином као мостним лигандом и динуклеарни 

комплекси Pd(II) са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима испољавају 

антибактеријски и антигљивични ефекат на различитим сојевима испитиваних врста 

микроорганизама.  
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3. МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ 

 

3.1. Синтеза и хемијска карактеризација комплекса C1 – C8 

 

У студији су синтетисани динуклеарни комплекси Pt(II) (C1 – C4) и Pd(II) (C5 – C8) са 

различитим лигандима у склопу мононуклеарних јединица или са различитим мостним 

лигандима (Табела 1). Динуклеарни комплекси Pt(II) имају различите диаминске лиганде 

и пиридазин (енгл. pyridazine, pydz) као мостни лиганд, док је хелатни диамински лиганд 

за динуклеарне комплексе Pd(II) етилендиамин (енгл. ethylenediamine, en), уз различите 

ароматичне N-хетероцикличне мостне лиганде (Табела 1).  

Табела 1. Новосинтетисани динуклеарни комплекси Pt(II) и Pd(II).  

 

Динуклеарни комплекси Pt(II) и Pd(II) Лиганди (L1 – L8) 

C1 [{Pt(L1)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2
 1,2-pn 

C2 [{Pt(L2)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2
 ibn 

C3 [{Pt(L3)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2
 1,3-pd 

C4 [{Pt(L4)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2
 1,3-pnd 

C5 [{Pd(en)Cl}2(μ-L5)](NO3)2 pz 

C6 [{Pd(en)Cl}2(μ-L6)](NO3)2 pm 

C7 [{Pd(en)Cl}2(μ-L7)](NO3)2 pydz 

C8 [{Pd(en)Cl}2(μ-L8)](NO3)2 phz 

pydz: пиридазин (енгл. pyridazine); 1,2-pn: 1,2-пропилендиамин (енгл. 1,2-

propylenediamine); ibn: изобутилендиамин (енгл. isobutylenediamine); 1,3-pd: 1,3-

пропилендиамин (енгл. 1,3-propylenediamine); 1,3-pnd: 1,3-пентандиамин (енгл. 1,3-

pentanediamine); en: етилендиамин (енгл. ethylenediamine); pz: пиразин (енгл. pyrazine); 

pm: пиримидин (енгл. pyrimidine); phz: феназин (енгл. phenazine).  

 

Синтеза и карактеризација свих комплекса је обављена на Институту за хемију, 

Природно математичког факултета, Универзитета у Крагујевцу. Елементална 

микроанализа на угљеник, водоник и азот је урађена у Микроаналитичкој лабораторији 

Хемијског факултета Универзитета у Београду. 

 

Чистоћа и састав комплекса C1 – C8 су проверени помоћу резултата елементалне 

микроанализе, 1H и 13C NMR (енгл. Nuclear Magnetic Resonance) спектроскопије и UV-vis 

(енгл. Ultraviolet-visible) спектрофотометрије. Елементална микроанализа на С, H и N је 

урађена на апарату ELEMENTAR Vario EL III C.H.N.S (Еlementar, Analysensysteme GmbH, 

Germany). 1H и 13C NMR спектри су снимљени на спектрометру Varian Gemini 2000 (1H 

на 200 MHz, 13C на 50 MHz) коришћењем 5 mm NMR цеви, на 25 °С у деутеријум оксиду 

(енгл. Deuterium Oxide, D2O) као растварачу, које садржe ТSP (енгл. sodium 3-

(trimethylsilyl)propionate) као интерни стандард. Хемијска померања су дата у деловима 

на милион (ppm), а скаларне спреге су бележене у херцима (Hz). UV-vis спектри су 

снимљени на Shimadzu спектрофотометру (Shimadzu, Јapan), са двоструким снопом 

опремљеним кварцним Suprasil ћелијама од 1 cm.  

 

  

https://www.chemie.de/firmen/144/elementar-analysensysteme-gmbh.html
https://www.chemie.de/firmen/144/elementar-analysensysteme-gmbh.html
https://www.chemie.de/firmen/144/elementar-analysensysteme-gmbh.html
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3.1.1. Синтеза и карактеризација комплекса С1 – С4  

 

У поступку синтезе комплекса С1 – С4, прво су добијени мононуклеарни комплекси, по 

модификованом поступку који је раније описан у литератури (166, 167). Циљ је био да 

се синтетишу комплекси Pt(II), типа [Pt(L)Cl2], где је L бидентатно координовани 

диамински лиганд: 1,2-пропилендиамин (енгл. 1,2-propylenediamine, 1,2-pn) (C1), 

изобутилендиамин (енгл. isobutylenediamine, ibn) (C2), 1,3-пропилендиамин (енгл. 1,3-

propylenediamine, 1,3-pn) (C3) или 1,3-пентандиамин (енгл. 1,3-pentanediamine, 1,3-pnd) 

(C4) (Табела 1). 

 

У 10 ml водe је растворено 0.3944 g (9.5 x 10-4 mol) K2[PtCl4], па је затим након загревања 

на 40-50 °С додато 0.6308 g (3.8 x 10-3 mol) калијум јодидa. Након неколико минута, када 

je раствор тако добијеног комплекса јода са јоном Pt(II) потамнeo, додата je еквимоларна 

количина одговарајућег диаминског лиганда L. Након мешања раствора у трајању од 2 h 

се издваја жути талог [Pt(L)I2]. Талог је одвојен филтрацијом, испран водом, а затим 

етанолом, и осушен на ваздуху (166, 167). Да би се добио комплекс [Pt(L)Cl2], неопходно 

је да се претходно синтетисани [Pt(L)I2] конвертује у aqua комплекс [Pt(L)(H2O)2]
2+, што 

се постиже додавањем AgNO3 у молском односу 1:1.98. Издвојени талог AgCl је одвојен 

филтрирањем, а вишак чврстог калијум хлорида је додат у раствор који садржи 

[Pt(L)(H2O)2]
2+ па је настављено мешање на 60 °С наредна 3 h. Комплекс [Pt(L)Cl2] настаје 

кристализацијом на собној температури. Чисти комплекси су добијени 

рекристализацијом из мале количине вреле воде и хлађењем. Чистоћа и структура 

комплекса су верификовани 1H и 13C NMR спектроскопијом. За снимање 1H и 13C NMR 

спектра комплекса [Pt(L)Cl2], D2O је коришћен као растварач (166, 167).  

 

Одговарајући динуклеарни комплекси су добијени из мононуклеарних комплекса типа 

[Pt(L)Cl2] према поступку претходно описаном у литератури (167-169). Мононуклеарни 

комплекси типа [Pt(L)(DMF)Cl]NO3 (где је DMF диметилформамид, енгл. 

Dimethilformamide), добијени су мешањем одговарајућег хлоридо-комплекса ([Pt(L)Cl2]) 

са AgNO3 у молском односу 1:0.98 у DMF као растварачу. У суспензију која садржи 0.30 

mmol [Pt(L)Cl2]) у 10 ml DMF је додато 0.29 mmol AgNO3 (49.26 mg) у 5 ml DMF. 

Реакциона смеша је увијена у алуминијумску фолију и остављена преко ноћи уз мешање 

на собној температури. Издвојени талог AgCl је одвојен цеђењем, а бледо жути раствор 

[Pt(L)(DMF)Cl]+ комплекса је коришћен као полазна супстанца за синтезу одговарајућих 

динуклеарних [{Pt(L)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2 
комплекса. У раствор који садржи комплекс 

[Pt(L)(DMF)Cl]+ је лагано укапаван раствор који је добијен растварањем 10 mg 

пиридазина у 5ml DMF. Реакциона смеша је увијена у алуминујумску фолију и остављена 

уз мешање на собној температури око 24 h. На ротационом вакум упаривачу је испарен 

DMF, а суви остатак испран етром неколико пута. Након испаравања етра, суви остатак 

је растворен у што мањој запремини раствора LiCl (0.5 mol/l). Добијени раствор је 

остављен у фрижидеру преко ноћи. Светло жути кристали [{Pt(L)Cl}
2
(µ-pydz)]Cl

2 

комплекса су одвојени цеђењем, испрани метанолом, а затим етром, и сушени на ваздуху 

(166, 167). Принос је 40 – 60% (167-169). Применом техника елементалне микроанализе, 

1H и 13C NMR спектроскопије и UV-vis спектрофотометрије, добијени су следећи подаци 

о чистоћи и саставу комплекса С1 – С4:  
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C1: [{Pt(1,2-pn)Cl}2(µ-pydz)]Cl2; (C10H24N6Cl4Pt2: FW = 760.31) Израчунато за: C, 15.80; 

H, 3.18; N, 11.05%. Нађено: C, 15.46; H, 3.08; N, 11.19 %. 1H NMR (D2O, 200 MHz, δ, ppm) 

1.46 (m, CH3 1,2-pn), 2.79 (m, CH2/CH 1,2-pn), 8,14 (m, H4/H5 pydz), 9,58 (m, H3/H6 pydz); 
13C NMR (D2O, 50 MHz, δ, ppm): 18 (CH3 1,2-pn), 54, 60 (CH2/CH 1,2-pn), 137 (C4/C5 pydz), 

164 (C3/C6 pydz). UV-vis (H2O, λmax, nm): 301 ( = 3.3103 M-1cm-1).  

C2: [{Pt(ibn)Cl}2(µ-pydz)]Cl2; (C12H28N6Cl4Pt2: FW = 788.36) Израчунато за: C, 18.28; H, 

3.58; N, 10.66%. Нађено: C, 18.41; H, 3.46; N, 10.72 %. 1H NMR (D2O, 200 MHz, δ, ppm) 

1.46 (m, CH3 ibn ), 2.66 (s, CH2, ibn), 8.18 (m, H4/H5, pydz), 9.62 (m, H3/H6, pydz); 13C NMR 

(D2O, 50 MHz, δ, ppm): 26 (CH3 ibn), 64, 65 (CH2/C ibn), 135 (C4/C5 pydz), 162 (C3/C6 

pydz). UV-vis (H2O, λmax, nm): 301 ( = 3.5103 M-1cm-1).  

C3: [{Pt(1,3-pn)Cl}2(µ-pydz)]Cl2; (C10H24N6Cl4Pt2: FW = 760.31) Израчунато за: C, 15.80; 

H, 3.18; N, 11.05%. Нађено: C, 15.52; H, 3.02; N, 11.11 %. 1H NMR (D2O, 200 MHz, δ, ppm): 

1.89 (m, CH2 1,3-pn), 2.79 (m, CH2 1,3-pn), 8.14 (m, H4/H5 pydz), 9.57 (m, H3/H6 pydz); 13C 

NMR (D2O, 50 MHz, δ, ppm): 30, 45, 46 (CH2 1,3-pn), 139 (C4/C5 pydz), 166 (C3/C6 pydz). 

UV-vis (H2O, λmax, nm): 282 ( = 4.0103 M-1cm-1).  

C4: [{Pt(1,3-pnd)Cl}2(µ-pydz)]Cl2; (C14H32N6Cl4Pt2: FW = 816.41) Израчунато за: C, 20.60; 

H, 3.95; N, 10.29%. Нађено: C, 20.41; H, 3.82; N, 10.16 %. 1H NMR (D2O, 200 MHz, δ, ppm): 

0.97 (m, CH3 1,3-pnd), 1,82 (m, CH2 1,3-pnd), 2.85 (m, CH2/CH 1,3-pnd), 8,15 (m, H4/H5 

pydz), 9.63 (m, H3/H6 pydz); 13C NMR (D2O, 50 MHz, δ, ppm): 12 (CH3 1,3-pnd), 30, 33, 34, 

43, 44, 56, 57 (CH2/CH 1,3-pnd), 135 (C4/C5 pydz), 163 (C3/C6 pydz). UV-vis (H2O, λmax, 

nm): 292 ( = 3.8103 M-1cm-1). 

 

3.1.1.1. Анализа стабилности комплекса C1 – C4  

 

Стабилност комплекса C1 – C4 у концентрацији 5 х 10-5 M у 0.01 М PBS, pH = 7.4, је 

испитивана праћењем промене у апсорпционом спектру током 72 h на собној 

температури, UV-vis спектрoфотометријом, у опсегу таласних дужина од 250 дo 380 nm. 

Стабилност комплекса С1 – С4 је додатно испитана у растварачу D2O 1H NMR 

спектроскопијом. 

 

Масени спектри високе резолуције су забележени коришћењем Quadrupole Time-of-

Flight масеног детектора (6550 iFunnel Q-TOF MS, Agilent Technologies; Santa Clara, CA, 

USA) опремљеним дуалним електроспреј јонским извором Agilent Jet Stream (AJS), док је 

за течну фазу, коришћен ликвидни хроматограф (1290 Infinity LC system, Agilent 

Technologies, Waldbronn, Germany). Додатно, B3LYP (енгл. Becke, 3-parameter, Lee–

Yang–Parr) методом je оптимизована структурна формула комплекса С1 – С4. B3LYP 

метод је један од најпопуларнијих метода у области квантно-хемијског рачунања и 

посебно погодан за предвиђање структуре молекула (170). 

 

 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Axel_D._Becke
https://en.wikipedia.org/wiki/Weitao_Yang
https://en.wikipedia.org/wiki/Robert_Parr
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3.1.2. Синтеза и карактеризација комплекса С5 – С8  

 

Комплекси Pd(II), типа [{Pd(en)Cl}2(μ-L)](NO3)2, где је L диазински лиганд и то: пиразин 

(енгл. pyrazine, pz) (C5), пиримидин (енгл. pyrimidine, pm) (C6), пиридазин (C7), феназин 

(енгл. phenazine, phz) (C8), су синтетисани по модификованим поступцима претходно 

описаним у литератури (171, 172).  

 

Поступак синтезе динуклеарних комплекса Pd(II) је сличан синтези претходно описаних 

динуклеарних комплекса Pt(II), са коришћењем аналогних молекула који уместо јона Pt 

садрже јон Pd. Прво су синтетисани мононуклеарни комплекси Pd са општом формулом 

[Pd(en)Cl2], а затим и динуклеарни комплекси са различитим ароматичним N-

хетероцикличним мостним лигандима (Табела 1). Раствору у количини од 10 ml DMF 

који садржи 80.69 mg (0.475 mmol) AgNO3 je додато 118.71 mg (0.5 mmol) 

мононуклеарног комплекса [Pd(en)Cl2], уз мешање у мраку, на собној температури. 

Након тога, исталожени AgCl је уклоњен филтрацијом, а жути раствор који је добијен, 

комплекс [Pd(en)Cl(DMF)]NO3, је коришћен као полазна супстанца за синтезу 

динуклеарних комплекса са пиразином и пиридазином (172). Раствору DMF који је 

садржао 0.25 mmol пиразина, пиридазина, пиримидина или феназина у 5 ml је у капима 

додат раствор [Pd(en)Cl(DMF)]NO3, уз мешање на собној температури током 2 h. 

Запремина је смањена вакуум упаривачем на 5 ml, a затим је додато 20 ml дихлорметана. 

Након тога, добијен жути талог који је представљао одговарајуће комплексе, је испран 

етром и осушен на ваздуху (171, 172). Принос је био између 40% и 50%. Применом 

техника елементалне микроанализе, 1H и 13C NMR спектроскопије и UV-vis 

спектрофотометрије, добијени су следећи подаци о чистоћи и саставу комплекса С5 – 

С8: 

 

C5: [{Pd(en)Cl}2(μ-pz)](NO3)2. C8H20Cl2N8O6Pd2 (FW = 605.04) Израчунато за: C, 15.80; 

H, 3.32; N, 18.43; Нађено: C, 15.92; H, 3.36; N, 18.57%. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ = 2.76-

2.83 (m, 8H, en), 8.99 (s, 4H, pz) ppm. 13C NMR (50 MHz, D2O): δ = 50.24, 149.90 ppm. IR 

(KBr, ν, cm-1): ν 3280, 3210 ((ν N-H)); 3128, 3083, 3039 (ν (Car-H)); 1593, 1562, 1454 (ν 

(Car=Car) и ν (Car=N)); 1367 (ν као (NO3)); 834, 724 (γ (Car-H)); 765 (δ (NO3)). UV-vis 

(H2O, λmax, nm): 271.0 (ε = 5.4 х103 M-1cm-1) (172). 

C6: [{Pd(en)Cl}2(-pm)](NO3)2 C8H20Cl2N8O6Pd2  (FW = 605.04) Израчунато за: C, 15.80; 

H, 3.32; N, 18.43; Нађено: C, 16.01; H, 3.33; N, 18.32. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ = 2.74-

2.88 (m, 8H, en), 9.78 (s, H, pm), 9.27 (d, 2H, pm), 7.86 (m, H, pm) ppm. 13C NMR (50 MHz, 

D2O): δ = 50,51, 132, 162, 168 ppm. IR (KBr, , cm-1):  3240-3225 ((N-H)); 3098-3023 

((Car-H)); 1604-1482 ((Car=Car) and (Car=N)); 1370 (as(NO3)); 759 ((NO3)). UV-vis 

(H2O, λmax, nm): 278 ( = 6.0103 M-1cm-1). 

C7: [{Pd(en)Cl}2(μ-pydz)](NO3)2. C8H20Cl2N8O6Pd2 (FW = 605.04) Израчунато за: C, 15.80; 

H, 3.32; N, 18.43; Нађено: C, 15.69; H, 3.38; N, 18.38%. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ =2.67-

2.91 (m, 8H, en), 8.08 (m, 2H, pydz), 9.35 (m, 2H, pydz) ppm. 13C NMR (50 MHz, D2O): δ = 

50.82, 136.54, 164.12 ppm. IR (KBr, ν, cm-1): ~ 3266, 3198 (ν (N-H)); 3116, 3006 (ν (Car-

H));1606, 1584, 1456 (ν (Car=Car) и ν (Car=N)); 1373 (ν as(NO3)); 827, 725 (δ (Car-H)); 786 

(δ (NO3)). UV-vis (H2O, λmax, nm): 275.0 (ε = 4.9х103 M-1cm-1) (172). 
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C8: [{Pd(en)Cl}2(-phz)](NO3)2. C16H24Cl2N8O6Pd2 (FW = 708.16) Израчунато за: C, 27.14; 

H, 3.42; N, 15.82; Нађено: C, 27.25; H, 3.48; N, 15.77. 1H NMR (200 MHz, D2O): δ = 2.82 (s, 

8H, en), 10.23 (m, 4H, phz), 8.40 (m, 4H, phz) ppm. 13C NMR (50 MHz, D2O): δ = 50, 130, 

136, 146 ppm. IR (KBr, , cm-1):  3280, 3210 ((N-H)); 3128, 3083, 3039 ((Car-H)); 1593, 

1562, 1454 ((Car=Car) and (Car=N)); 1367 (as(NO3)); 834, 724 ((Car-H)); 765 ((NO3)). 

UV-vis (H2O, λmax, nm): 250, 374 ( = 7.3104 M-1cm-1, 1.2104 M-1cm-1).  

 

3.2. Испитивање интеракција комплекса C1 - C8 са биомолекулима  

 

3.2.1. Интеракција комплекса C1 – C8 са молекулом CT-DNK 

 

Интеракције комплекса C1 – C8 са CT-DNK (енгл. Calf-Timus DNK) су испитане UV-vis 

спектрофотометријом, флуоресцентном спектроскопијом, као и мерењем вискозитета (за 

комплексе C1 – C4).  

 

3.2.1.1. Апсорпционе спектроскопске студије  

 

Везивање комплекса C1 – C8 за CT-DNK je проучавано коришћењем UV-vis 

спектрофотометрије. UV-vis спектри су снимљени на Shimadzu спектрофотометру 

(Shimadzu, Јapan), са двоструким снопом опремљеном кварцним Suprasil ћелијама од 1 

cm, након додавања серије комплекс/CT-DNK раствора, у опсегу таласних дужина од 200 

дo 600 nm. Серија раствора комплекс/CT-DNK је припремљена коришћењем фиксних 

концентрација комплекса са растућим концентрацијама CT-DNK. За испитивање 

интеракција С1 – С4 концентрација комплекса је била 25.7 µM, а концентрације CT-DNK 

су се кретале од 0 до 25.7 µM. Концентрација комплекса С5 – С8 је била 50 µM, а раствор 

CT-DNK 0 - 90 µM. За мерење апсорпције коришћен је PBS (0.01 М, рН 7.4 са 2.7 mM 

KCl и 137 mM NaCl), а апсорбанца је забележена на 37 °C након сваког узастопног 

додавања раствора CT-DNK и еквилибрације (24 һ). Вредност унутрашње константе 

везивања (Кb) одређена је коришћењем следеће једначине (173): 

 

[DNK]⁄(εa-εf) = [DNK]/(εb-εf) + 1/[Kb(εb-εf)] 

 

где је [DNK] концентрација, εа је коефицијент екстинкције комплекса при одређеној 

концентрацији CT-DNК, εf је коефицијент екстинкције комплекса у слободном раствору 

а εb када је потпуно везан за CT-DNК. Графикон [DNK]/(εа-εf) у односу на [DNK] даје 

праву линију са нагибом од 1/(εb-εf) и пресеком од 1/[Кb(εb-εf)]. Вредност Кb се израчунава 

као однос нагиба и пресека. Gibbs-ова слободна енергија (ΔG) комплекса Pd(II)/CT-DNK 

је израчуната из једначине: ∆𝐺 =  −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾𝑏, где је R константа идеалног гаса, Т је 

константна температура, а Kb вредност константе везивања.  
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3.2.1.2. Флуоресцентна мерења 

 

Затим, да би се истражили могући начини везивања за DNK, интеракције комплекса С1 

– С8 са CT-DNК су испитиване у присуству етидијум бромида (енгл. Ethidium bromide, 

3,8-diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridium bromide, EtBr) техником емисионе 

флуоресцентне спектроскопије на RF-1501 PC спектофлуориметру (Shimadzu, Јapan). 

EtBr је коришћен као типични интеркалатор (174, 175). 

 

Флуоресцентна спектроскопија је метода која се користи за проучавање конформационе 

структуре протеина, али и проучавање интеракција лиганд – протеин, а као основ 

користи способност флуоресценције која представља емисију електромагнетног зрачења 

атома или молекула, а настаје као последица прелаза електрона са једног енергетског 

нивоа на други. Једињења која могу да флуоресцирају се називају флуорофоре (175). 

Аминокиселине триптофан, тирозин и фенил-аланин представљају унутрашње 

флуорофоре протеина. Услед промене поларности окружења триптофана, дешава се 

промена у његовом емисионом спектру као одговор на настале конформационе промене 

протеина, везивање лиганда или денатурацију. Гашење флуоресценције представља било 

који процес који смањује њен интензитет (174, 175). На овај начин је испитано да ли 

комплекси могу да замене EtBr на месту везивања за CT-DNK.  

 

Раствор комплекса је додат у раствор добијен мешањем раствора EtBr и CT-DNK, у 

моларном односу 1 : 1, тако да је однос концентрација комплекса и CT-DNK био у 

распону од 0.0 до 1.0. За припрему раствора коришћен је 0.01 М PBS (pH 7.4). У циљу 

испитивања компетитивних реакција динуклеарних комплекса Pt(II), Pd(II) и EtBr са CT-

DNK, снимљени су спектри флуоресценције EtBr/CT-DNK у одсуству и присуству 

испитиваних комплекса. Флуоресцентни емисиони спектри су снимљени у опсегу од 550 

до 750 nm, док је флуоресцентна емисија забележена на 612 nm. Добијени резултати су 

графички приказани као зависност I0/I од [Q]. Из нагиба добијене праве одређена је Stern-

Volmerova константа (Ksv). Константа стабилности (Kа), као и број места везивања (n), 

добијени су на основу једначине (176): 

 

log (I0–I)/I = logKa + n∙log[Q] 

 

 где су I0 и I интензитети флуоресценције пре и после додавања комплекса у раствор 

EtBr/CT-DNK, док је [Q] концентрација испитиваног комплекса. Добијени резултати су 

графички приказани као зависност log (I0–I)/I од log[Q]. Вредност Kа се добија из пресека 

праве са y осом, а број места везивања (n) из нагиба праве.  

 

3.2.1.3. Мерење вискозитета 

 

Мерење вискозитета извршено је коришћењем Anton Paar 4100 М вискозиметра при 25.0 

± 0.1 °C. Измерен је релативни вискозитет раствора CT-DNK, ηr = η/η0 (где је η 

вискозитет CT-DNK у присуству комплекса, а η0 је вискозитет CT-DNK у PBS-у), са 

константном концентрацијом CT-DNK и различитим концентрацијама комплекса. 

Подаци су представљени као (η/η0)^(1/3) у зависности од односа [комплекс]/[CT-DNK]. 
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3.2.2. Интеракција комплекса C1 – C8 са молекулом BSA 

 

Интеракција комплекса са албумином говеђег серума, BSA, је испитана флуоресцентном 

спектроскопијом (за комплексе C1 – C8), UV-vis спектрофотометријом (за комплексе C5 

– C8) и студијом молекулског докинга (за комплексе C1 – C4).  

 

3.2.2.1. Апсорпционе спектроскопске студије 

 

UV-vis спектрофотометријом је додатно испитано везивање комплекса С5 – С8 за 

молекул BSA. UV-vis спектри су снимљени на Shimadzu спектрофотометру (Shimadzu, 

Јapan). Концентрација BSA је била 8 µМ а концентрација комплекса се кретала од 0 до 

120 µМ. UV-vis спектри су снимљени у PBS-у (10 mM, pH = 7.4 са 2.7 mM KCl и 137 mM 

NaCl) на собној температури. Апсорпциони спектри, у присуству и одсуству комплекса 

су забележени на 220-450 nm. 

 

3.2.2.2. Флуоресцентна мерења 

 

Флуоресцентном емисионом спектроскопијом су анализиране промене у интензитету 

флуоресценције раствора BSA након додавања испитиваних комплекса. Емисиони 

спектри су забележени у опсегу од 300-500 nm, са екстинкцијом на 295 nm. Ефекат 

везивања испитиваних комплекса за BSA је детектован на основу смањења интензитета 

емисије BSA на 360 nm. У серији испитиваних раствора концентрација BSA је била 

константна (8 µМ). BSA и комплекси C1 – C8 су мешани у различитим моларним 

односима, тако да је концентрација комплекса била од 0 до 160 µМ за комплексе С1 – С4 

и од 0 до 120 µМ за комплексе С5 – С8. Сви емисиони спектри су снимљени под истим 

експерименталним условима у 0.01 M PBS (pH 7.4) и на температури од 25 °C. На основу 

Stern-Volmer-овог графика су израчунате вредности динамичке Stern-Volmer-ове 

константе (Ksv) и константе гашења флуоресценције (Kq) за интеракцију комплекса са 

BSA, као и вредности константе везивања (Ka) и број везујућих места (n) албумина за 

испитивани комплекс.  

Stern-Volmer-ова константа (Ksv) je одређена на основу једначине (175): 

 

I0/I = 1 + Ksv[Q] = 1 + kqτ0[Q]  

 

 где је I0 почетни интензитет флуоресценције триптофана, а I је интензитет 

флуоресценције триптофана BSA након додавања комплекса С1 – С8 у раствор протеина, 

Kq је константа гашења флуоресценције, τ0 је просечно време флуоресценције албумина 

у одсуству комплекса (τ0 = 10-8 s), а [Q] је концентрација комплекса. Stern-Volmer-ова 

константа Ksv се графички добија из нагиба праве када су вредности I0/I исцртане на y 

оси, a вредности [Q] на x оси. Константа везивања (Kа) као и број места везивања (n) 

добијени су на основу Scatchard-oве логаритамске једначине (176): 

 

log(I0–I)/I = log Ka + n∙log[Q] 

 

Добијени резултати се могу графички приказати као зависност log(I0–I)/I од log[Q]. 

Вредност Ка се добија из пресека праве са y осом, а број места везивања (n) из нагиба 

праве. 
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3.2.3. Студија молекулског докинга за комплексе С1 – С4  

 

Студија молекулског докинга је имала за циљ да утврди природу везе испитиваних 

комплекса и молекула DNK, говеђег, BSA и хуманог серум албумина, HSA, а спроведена 

је на хлоридо-динуклеарним Pt(II) комплексима (C1 – C4) и њиховим хидро-дериватима 

(C1W - C4W). Структура комплекса C1 – C4 је оптимизована применом B3LYP, са 6-31 

g** базног сета за не-металне атоме и lanl2dz базног сета за Pt. Merz–Kollman-ови 

атомски набоји су израчунати за све атоме према шеми RESP процедуре, претходно 

описане у литератури (177). Структура DNK је екстрахована из базе података Protein 

Data Bank (pdb код: 1BNA) (178), као и структуре BSA (pdb код: 4F5S) (179) и HSA (pdb 

код: 4L8U) (180). Припрема DNK, BSA и HSA структура је извршена помоћу AutoDock 

4.2 програма (181). За виртуелни скрининг је коришћен Lamarckian генетички алгоритам. 

Програм Discovery Studio (BIOVIA Software) је коришћен за визуелизацију и анализу 

резултата докинга (182). 

 

3.3. Евалуација туморицидне активности комплекса С1 – С8 in vitro 

 

3.3.1. Ћелијске линије хуманог и мишјег порекла  

 

У студији је коришћен панел линија туморских ћелија хуманог и мишјег порекла, а за 

процену селективности испитиваних комплекса за туморске ћелије коришћена је 

ћелијска линија хуманих фибробласта, MRC-5 (Табела 2). Сви експерименти су изведени 

уз одобрење Етичког одбора Факултета медицинских наука у Крагујевцу, број 01- 14729, 

од 15. 12. 2021. године, као и Етичке комисије за заштиту добробити огледних животиња 

Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, број 01-14555 од 13.12.2021. 

године. 

Табела 2. Ћелијске линије хуманог и мишјег порекла коришћене у истраживању. 

 

Ћелијске линије Хумано пореклo Мишје пореклo 

Меланом А375 (ATCC CRL-1619
™

) B16-F10 (ATCC CRL-6475
™

) 

Карцином дојке MDA-MB 468 (ATCC HTB-132
™

) 4T1 (ATCC CRL-2539
™

) 

Карцином плућа А549 (ATCC CСL-185
™

) LLC1 (ATCC CRL-1642
™

) 

Фибробласти MRC-5 (ATCC CCL-171
™

)   

 

Ћелијска линија мишјег меланома, B16F10 је пореклом од линије меланома B16, 

добијене са коже мишева соја C57BL/6, а одликује се високом инвазивношћу и 

могућношћу формирања удаљених метастаза (183, 184). А375 је ћелијска линија хуманог 

меланома, пореклом из коже 54-годишње жене (185). Ћелијска линија карцинома дојке 

хуманог порекла, MDA-MB 468 потиче из плеуралне течности пацијенткиње оболеле од 

аденокарцинома дојке, a по први пут је изолована 1977. године (186, 187). Ова ћелијска 

линија по својим карактеристикама припада ТNBC карциномима дојке, не исказује 

рецепторе за естроген, прогестерон, као ни HER-2, и спада међу најагресивније типове 

карцинома (188). Ћелије мишјег карцинома дојке, 4Т1, су изоловане из карцинома дојке 

мишева соја BALB/C (189), и такође припадају ТNBC типу (190). Тумор је изузетно 

агресиван, а метастатски потенцијал велики (190). A549 је ћелијска линија хуманог 
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аденокарцинома плућа, пореклом од базалних алвеоларних епителних ћелија (191). 

LLC1, ћелијска линија мишјег карцинома плућа (енгл. Lewis Lung Carcinoma) је добијена 

из Lewis-ог карцинома плућа мишева соја C57BL/6, који спада у веома инвазивне 

карциноме и брзо даје метастазе (192). MRC-5 су хумани фибробласти, пореклом из 

фетуса старог 14 недеља (193).  

 

Туморске ћелије су узгајане у медијуму DMEM (енгл. Dulbecco`s Modified Eagles 

Medium) или RPMI 1640, произвођача Sigma-Aldrich, Munich, Germany, коме су додати 

фетални говеђи серум (енгл. Fetal Bovine Serum, FBS) (10%), L-глутамин, пеницилин (100 

IU/ml), стрептомицин (100 μg/ml) и неесенцијалне аминокиселине (Sigma-Aldrich, 

Munich, Germany), према стандардном протоколу у асептичним условима. У свим 

експериментима коришћена је ћелијска суспензија са ≥ 95% вијабилних ћелија. За 

процену вијабилности ћелија коришћена је боја trypan-blue. 

 

3.3.2. Тестови цитотоксичности 

 

Цитотоксички ефекат комплекса је прво испитан MTT (енгл - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) тестом (Sigma-Aldrich, Munich, Germany) и упоређен са 

ефектом цисплатине (енгл. cis-diamminedichloroplatinum(II), CDDP), као 

конвенционалним хемиотерапеутиком, а затим и LDH (енгл. Lactate Dehydrogenase) 

тестом. Принцип МТТ теста се заснива на ензимској реакцији која се дешава у 

митохондријама живих ћелија, где ензим сукцинат-дехидрогеназа редукује соли 

тетразолијума из МТТ једињењa до формазана, који је љубичасте боје (194). Овај тест се 

чита колориметријски, а интензитет боје је пропорционалан броју живих, односно 

метаболички активних ћелија (194). Тест је изведен у микротитар плочама (MTP) са 96 

бунарчића са равним дном. У сваки бунарчић микротитар плоче додато је по 5 x 103 

ћелија у 100 µl медијума и инкубирано у стандардним условима (37 ˚C и 5% CO2) у 

трајању од 24 h. Следећег дана, туморске ћелије су третиране комплексима С1 – С8 у 

двоструко растућим концентрацијама (7.8 μM, 15.63 μM, 31.25 μM, 62.5 μM, 125 μM, 250 

μM и 500 μM) у трајању од 48 h и 72 h. Цисплатина је коришћена као референтни 

цитостатик. По истеку инкубације, одливен је супернатант, ћелије су пажљиво испране, 

а затим су изложене 20 % раствору МТТ (5 mg/1 ml PBS-а) у 100 µl медијума, након чега 

су инкубиране још 4 h у стандардним условима. Затим је у сваки бунарчић, након 

одливања медијума, додато 150 μl DMSO (Sigma Aldrich, Munich, Germany) са 20 μl 

глицинског пуфера. Оптичка густина (енгл. Optical Density, OD) је одређена на таласној 

дужини од 595 nm на уређају Microplate multimode detector, Zenyth 3100. Проценат 

вијабилних ћелија је израчунат по формули (195): % вијабилних ћелија = (E−B)/(K−B) × 

100, где су E - ћелије третиране испитиваним комплексима и цисплатином (aпсорбанца); 

B - контрола-медијум (апсорбанца); K - нетретиране ћелије (апсорбанца). Тест је изведен 

у трипликату, у три независна експеримента. Добијене вредности процента вијабилних 

ћелија су приказане дијаграмом, у зависности од концентрације испитиваних комплекса 

односно цисплатине. На основу добијених резултата израчуната је IC50 вредност која 

представља концентрацију испитиваних комплекса или цисплатине која је довољна да 

заустави раст 50% третираних ћелија, у односу на нетретиране. Вредности IC50 су 

израчунате коришћењем програма Microsoft Office Excel 2010.  

 

LDH је ензим који је присутан у цитоплазми ћелије, а када је ћелијска мембрана 

оштећена, ослобађа се у екстрацелуларни простор. Овај процес се дешава само када је 

ћелијска мембрана оштећена, па се овај тест користи за анализу цитотоксичности 



31 

 

биоактивних супстанци (196). Осим некрозе, ослобађање LDH из ћелије се сматра 

карактеристичним за касну апоптозу (197). У супернатанту LDH редукује NAD+ до 

NADH и H+ оксидацијом лактата до пирувата, да би затим дошло до реоксидације 

(NADH+H+ у NAD+), при чему се тетразолијум-хлорид редукује у обојени продукт, 

формазан (196). У супернатанту туморских ћелија које су претходно 48 h биле изложене 

комплексима С1 – С4 или цисплатини у двоструко растућим концентрацијама, ослобођен 

LDH је детектован коришћењем кита In Vitro Toxicology Assay Kit, Lactic Dehydrogenase 

based (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) према упутству произвођача. После истека 

инкубације, одређена је оптичка густина на уређају Microplate multimode detector, Zenyth 

3100. Проценат мртвих ћелија је израчунат према формули: % мртвих ћелија = 

(E−B)/((T−B)-(K-B))×100 (E - ћелије третиране са испитиваним комплексима или 

цисплатином (апсорбанца); B - активност LDH ензима у супернатанту (апсорбанца); T - 

ћелије третиране са тритоном Х (апсорбанца); K - контролне нетретиране ћелије 

(апсорбанца)). Тест је изведен у трипликату, у три независна експеримента. 

 

3.3.3. Тест преузимања једињења Pt(II) у ћелије 

 

За постизање адекватног антитуморског ефекта, неопходно је постићи одговарајућу 

концентрацију лека у ћелији, због чега је потребно испитивање преузмања у ћелије свих 

потенцијално антитуморских агенаса (198). Ради истраживања преузимања једињења Pt 

у ћелије, 4T1 ћелије су засејане и третиране комплексима C1 − C4 или цисплатином, у 

концентрацији 30 μМ током 12 h. Након третмана, ћелије су сакупљене, испране PBS-oм 

и седиментиране за даље анализе. Дигестија узорака ћелија изведена је на Advanced 

Microwave Digestion System (Ethos 1, Milestone, Italy) користећи HPR-1000/10S сегментни 

ротор под високим притиском. Узорци су дигестирани са 4.5 ml HNO3 (65 wt.%, 

Suprapur®) и 0.5 ml H2O2 (30 wt.%, Suprapur®) (обе из Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

применом микроталасне дигестије зa ICP-OES (енгл. Inductively coupled plasma optical 

emission spectroscopy) мерење. Садржај Pt у растворима је одређен ICP-OES 

спектроскопијом (iCAP 6500 Duo ICP, Thermo Fisher Scientific). 

 

Калибрациони раствор је направљен од сертификованог раствора стандарда плазме: Pt, 

стандардни раствор плазме, Specpure®, Pt 1000 µg/ml (Alfa Aesar GmbH & Co KG, 

Germany). Квантификација је изведена на таласној дужини Pt(II) од 214.423 nm. Контрола 

квалитета изведена је коришћењем blenk узорака, matrix-matched калибрационог 

раствора и троструком анализом сваког узорка. Поузданост мерења је потврђена 

релативном стандардном девијацијом (RSD) <0.5%. Граница детекције (LOD) је била 

0.962 µg/L, а граница квантификације (LOQ) 3.206 µg/L, у растворима потпуно 

минерализованих узорака. Квалитет контроле аналитичког процеса (QC) изведен је 

коришћењем стандардног додавања комплекса Pt на нетретиране ћелије (две контроле) 

и анализом процеса. Опоравак садржаја Pt био је 99.7%. Концентрације Pt у узорку 

изражене су као ng Pt/1 x 106 ћелија. Додатно, за предвиђање потенцијалне липофилности 

(одређивањем вредности logP) и растворљивости у води комплекса C1 − C4 коришћен је  

програм доступан на сајту SwissADME (199). 

 

3.4. Испитивање антимикробне активности комплекса C1 – C8 

 

Испитивање антимикробне активности је извршено на Одељењу за микробиологију 

Службе за лабораторијску дијагностику Универзитетског клиничког центра Крагујевац. 
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Све процедуре су одобрене од стране Етичког одбора Универзитетског клиничког центра 

Крагујевац, број 03/21-447 од 29.12.2021. године. 

 

3.4.1. Референтни сојеви микроорганизама 

 

Комерцијални референтни сојеви микроорганизама, добијени љубазношћу колега са 

Института за јавно здравље Крагујевац и Завода за јавно здравље Пожаревац су 

приказани у Табели 3. Овим испитивањем обухваћено је неколико изазивача 

бактеријских и гљивичних инфекција код људи и једна врста, Rhodococcus equi, која пре 

свега изазива болести животиња. Течне културе испитиваних референтних сојева су 

засејане на чврсте хранљиве подлоге. За добијање бактеријских култура од подлога је 

коришћен крвни агар са 5% овчје крви (Oxoid GMBH, Wesel Germany), а за културе 

квасница, Sabouraud-декстрозни агар (енгл. Sabouraud Dextrose Agar, SDA) (Oxoid 

GMBH, Wesel, Germany). Засејане подлоге су инкубиране на температури од 36.6 ºС до 

37 ºС, у аеробним условима, 24 h за бактеријске културе и 48 h за културе квасница.  

 

Табела 3. Референтни сојеви микроорганизама на којима је испитана антимикробна 

активност комплекса C1 – C8. 

 

Микроорганизми 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 

Rhodococcus equi ATCC 6939 

Listeria monocytogenes ATCC 19112 

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 

Еnterococcus faecalis ATCC 29212 

Bacillus cereus ATCC 11778 

Bacillus subtilis ATCC 6633 

Escherichia coli ATCC 25922 

Proteus mirabilis ATCC 25933 

Candida albicans ATCC 10231 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 

 

3.4.2. Микродилуциона бујон метода 
 

Антимикробна активност новосинтетисаних комплекса C1 – C8 је испитана 

одређивањем минималне инхибиторне концентрације (енгл. Minimal Inhibitory 

Concentration, MIC) и минималнe бактерициднe/фунгициднe концентрацијe (енгл. 

Minimal Bactericidal/Fungicidal Concentration, МBC/MFC) (200, 201). MIC представља 

концентрацију испитиваног антимикробног средства која је довољна да инхибира 

видљиви пораст бактерија, док се под MBC/MFC подразумева концентрација 

антимикробног средства која је довољна да убије све присутне микроорганизме 

култивисане у дефинисаним условима средине (аеробни услови, 36.6 ºС - 37 ºС, 24 h и 48 

h) (202).  

 

MIC комплекса C1 – C8 је одређена микродилуционoм бујон методом, према 

препорукама Европске комисије за одређивање осетљивости на антимикробне лекове 

(енгл. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) (200, 201). 
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Суспензија микроорганизама је припремљена тако што је узето 2-3 бактеријске колоније, 

односно колоније квасница, стерилном езом, са чврсте подлоге, након инкубације од 24 

h. Колоније микроорганизама су ресуспендоване у физиолошком раствору до густине од 

0.5 MсFarland-a, при чему се сматра да је иницијална концентрација бактерија 108 cfu 

(енгл. colony forming units)/ml, а гљивица 106 cfu/ml. Густина инокулума је проверена 

дензитометром (DEN1, BioSan, Republic of Latvia). Затим су направљена разблажења до 

финалне концентрације од 5 x 105 cfu/ml. Да би се проверила исправност финалне 

концентрације, 100 μl ове суспензије је засејано на чврсту неселективну хранљиву 

подлогу (крвни агар са 5% овчје крви, односно SDA агар). Након инкубације од 24 h, 

односно 48 h, на 36.6 0С, на чврстим подлогама је избројано 40 до 60 колонија, у 

зависности од врсте микроорганизма (стандард подразумева 20 до 80 колонија), што је 

значило да је направљена адекватна суспензија (200, 201). 

 

У сваки бунарчић микротитар плоче додато је по 0.1 ml Mueller-Hinton II бујона 

(Liophilchem, Toramo, Italy), хранљивог медијума који је погодан за одређивање 

антимикробне осетљивости, а препоручен од стране EUCAST-а (200). У бунарчиће у 

којима ће се испитивати гљивице додато је по 0.1 ml RPMI 1640 медијума (Sigma Aldrich, 

Munich, Germany), такође према препоруци EUCAST-а (201). Затим је додато по 0.1 ml 

испитиваних комплекса у први ред бунарчића (почетна концентрација 1000 µg/ml). У 

следећем кораку су направљена двострука разблажења испитиваних комплекса. За сваку 

врсту микроорганизама je остављенa по једна колона на микротитар плочи у коју се неће 

додавати комплекси, за контролу пораста микроорганизама. 

 

 За све врсте бактерија и гљивица је претходно извршено одређивање МIC, MBC и МFC 

за антимикробне лекове који се користе у терапији, како би се упоређивањем са 

стандардима прописаним од стране EUCAST-а, потврдило да су испитивани сојеви 

исправни као и да би се њихова активност упоредила са активношћу комплекса. 

Tестирани су следећи антимикробни лекови: ванкомицин (Beocompass DOO, Београд, 

Србија) за Gram-позитивне бактерије, цефтриаксон (Galenika A.D, Београд, Србија) за 

све бактерије изузев Listeria monocytogenes и Еnterococcus faecalis, (за које не постоје 

дефинисани стандарди осетљивости на овај антибиотик), док је за гљивице коришћен 

флуконазол (Hemofarm a.d., Вршац, Србија). Додатно, за Gram-негативне бактерије је 

испитана осетљивост на пиперацилин-тазобактам, комерцијалним MIC тестом 

(Liophilchem, Italy). Пиперацилин-тазобактам MIC тест је за сваки сој испитиваних Gram-

негативних бактерија изведен посебно, према упутству произвођача. Ванкомицин, 

цефтриаксон и флуконазол су истовремено представљали позитивне контроле. Затим је 

додато по 10 µl припремљене бактеријске/гљивичне суспензије у сваки бунарчић 

микротитар плоче. 

 

Након инкубације на температури од 36.6 ºС до 37 ºС, у аеробним условима, 24 h за 

бактерије и 48 h за гљивице, очитан је резултат уз помоћ инвертног огледала и 

забележене концентрације тестираних супстанци тамо где се појавио први бистри 

бунарчић. Бактеријски пораст или изостанак пораста се може верификовати и помоћу 

раствора ресазурина (Sigma Aldrich, Munich, Germany), па је у сваки бунарчић 

микротитар плоче додато по 10 µl 1М раствора ресазурина а инкубација је продужена 

још 3 h (203). Ресазурин је једињење плаве боје које се у присуству оксидоредуктазе из 

живих ћелија редукује у ресоруфин који је розе боје (204) (Слика 7). Концентрација 

комплекса у првом бунарчићу у коме је садржај бистар односно концентрација у 

бунарчићу који је остао плаве боје је представљала MIC. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Types_of_business_entity#Serbia
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Вредности MIC контролних антибиотика и флуконазола су упоређене са већ 

дефинисаним стандардним вредностима које предвиђа EUCAST (200, 201), како би се 

проверило да ли су добијенe MIC у границама дефинисаних вредности што је потврдило 

исправност испитиваних сојева. Колона у микротитар плочи у којој је у бунарчиће са 

хранљивим бујоном додата само бактеријска односно гљивична суспензија, без 

испитиваних комплекса и антибиотика односно антимикотика, је служила као контрола 

вијабилности испитиваних сојева микроорганизама.  

 

Да би се добила МBC и MFC, по 10 µl суспензије из свих бунарчића који су остали плаве 

боје, са вишим концентрацијама комплекса, је засејано на чврсте подлоге, крвни агар ca 

5% oвчје крви за бактерије, или на SDA агар, за гљивице. Плоче су инкубиране 24 h за 

бактерије, односно 48 h за гљивице, на температури од 36.6 ºС до 37 ºС. МBC односно 

MFC је она концентрација комплекса која се налази у суспензији којом је засејана прва 

плоча на којој нема пораста бактеријских или гљивичних колонија, односно прва плоча 

која је остала стерилна.  

.  

 

Слика 7. Детекција пораста микроорганизама помоћу ресазурина. У бунарчићима 

који су плаве боје нема пораста микроорганизама. Ресазурин се у присуству живих ћелија 

редукује у флуоресцентни ресоруфин који је розе боје (203, 204). 
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3.5. Евалуација механизама антитуморске активности комплекса С2  

 

3.5.1. Квантитативно испитивање апоптозе 

 

Резултати испитивања цитотоксичности испитиваних комплекса МТТ тестом су 

показали да комплекс С2 показује највећи туморицидни потенцијал, пре свега на 

линијама 4Т1 ћелија мишјег и MDA-MB 468 ћелија хуманог карцинома дојке. Тако је за 

анализу потенцијалних механизама антитуморске активности испитиваних комплекса 

изабран комплекс С2, а његови ефекти упоређени са ефектима цисплатине као 

референтног цитостатика. 

 

Важна биохемијска карактеристика у току апоптозе је експресија маркера на површини 

апоптотичних ћелија које препознају фагоцити, што омогућава брзу фагоцитозу уз 

минималано оштећење околног ткива. Један од маркера је фосфатидил-серин који у току 

процеса апоптозе доспева на спољашњу површину ћелијске мембране (205). Захваљујући 

способности да веже фосфатидил-серин, рекомбиновани молекул Annexin V се користи 

за in vitro детекцију апоптозе (206).  

 

Након инкубације 4T1 и MDA-MB 468 ћелија у стандардним условима, медијум је 

замењен медијумом са додатком комплекса С2 или цисплатине у концентрацијама од 10 

μM и 30 μM. Контролне ћелије су узгајане само у медијуму. Након третирања у трајању 

од 12 h, ћелије су испране два пута у хладном PBS-у, а затим ресуспендоване у хладном 

везујућем пуферу (10 x везујући пуфер: 0.1M HEPES (pH 7.4), 1.4M NaCl, 25mM CaCl2), 

тако да се у 1 ml налази 1 х 106 ћелија. Ћелије су затим обојене Annexin-ом V-FITC (BD 

Biosciences, CA, USA) и пропидијум јодидом (енгл. Propidium Iodide, PI) (Sigma Aldrich, 

Munich, Germany). У 100 ml ћелијске суспензије додато је 5 μl Annexin-а V-FITC и 5 μl PI 

раствореног у концентрацији 50 μg/ml PBS-a. Затим су ћелије инкубиране 15 минута у 

мраку на собној температури. За одређивање процента мртвих ћелија коришћен је 

проточни цитометар FACS Calibur flow Cytometer (BD Biosciences, CA, USA), а подаци су 

анализирани коришћењем софтвера FlowJo (Tree Star, Inc., OR, USA). С обзиром на то да 

је за Annexin V везана флуоресцентна боја, проточном флуоцитометријом смо 

детектовали ћелије које су Annexin V позитивне. С друге стране, PI продире унутар ћелија 

када им је ћелијска мембрана потпуно уништена, везује се за DNK, и сматра се маркером 

некротичних ћелија (207). Дистрибуција флуоресценције приказана је dot plot-овима, а у 

сваком квадранту је утврђен проценат флуоресцентних ћелија. Овом врстом двоструког 

бојења детектоване су живе ћелије (Annexin V-PI-), ћелије у раној апоптози (Annexin V+PI-

), ћелије у касној апоптози (Annexin V+PI+), као и некротичне ћелије (Annexin V-PI+). 

 

3.5.2. Анализа ћелијског циклуса  

 

У експоненцијалној фази раста, 4T1 и MDA-MB 468 ћелије мишјег и хуманог карцинома 

дојке су 12 h третиране комплексом С2 или цисплатином у концентрацији од 30 μM. Као 

контрола су коришћене нетретиране 4Т1 ћелије. Ћелије су инкубиране, испране, а затим 

је направљена суспензија густине 5 x 105 ћелија/ml. Дистрибуција молекула DNK и 

ћелијски циклус туморских ћелија су затим анализирани методом проточне цитометрије 

након бојења Ruby бојом, која има велики афинитет за молекул DNK. Коришћен је 

Vybrant DyeCycle™ Ruby stain кит (Thermo Fisher Scientific, Inc., USA), према упутству 

произвођача. У 0.5 ml добијене суспензије ћелија додато је по 1μl Ruby боје, а узорци су 



36 

 

даље инкубирани у мраку на 37 °С у трајању од 30 минута. Проценти ћелија у одређеној 

фази ћелијског циклуса су анализирани проточном цитометријом (FACS Calibur flow 

Cytometer (BD Biosciences, CA, USA) и FlowJo (Tree Star, Inc., OR, USA) софтвер), 

одређена је дистрибуција молекула DNK, а на основу тога закључено у којој се фази 

ћелијског циклуса ћелије налазе (208).  

 

3.5.3. Проточна цитометрија 

 

Након излагања комплексу С2 или циплатини у концентрацији 30 μM током 12 h, 

третиране 4Т1 ћелије, као и контролне, нетретиране ћелије, су фиксиране и 

пермебилизоване коришћењем Cytofix/Cytoperm™ кита (BD Bioscience, CA, USA), а затим 

инкубиране са антимишјим циклин Е антителом (#MA5-14336, Thermo Fisher Scientific), 

као и са APC-конјугованим антителом специфичним за мишју протеин киназу АКТ 

фосфорилисану на позицији S473 (pAKT) (#17-9715-42, eBioscience), 20 минута на 4 °С, 

за даљу анализу. За детекцију циклина Е, 4Т1 ћелије су додатно инкубиране са 

секундарним FITC-конјугованим IgG антителом (#ab6785, Abcam, Cambridge, UK). 

Резултати су анализирани FACS Calibur проточним цитометром (BD Biosciences, CA, 

USA) и обрађени помоћу FlowJo софтвера (Tree Star, Inc., OR, USA).  

 

3.5.4. qRT-PCR 

 

Методом qRT-PCR (енгл. Quantitative Real-Time Reverse-Transcription Polymerase Chain 

Reaction) уз коришћење одговарајућих прајмера, детектована је експресија iRNK за 

синтезу каспазе 3, каспазе 9, циклина D3, RIPK1, p27 и cMyc. Туморске ћелије 4Т1 су 

најпре изложене комплексу С2 или цисплатини у концентрацији 30 μМ у трајању од 12 

h, а затим је изолована укупна RNK из ових ћелија, коришћењем реагенса TRIzol 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Као контрола су коришћене нетретиране 4Т1 ћелије. Затим је 

урађена реверзна транскрипција изоловане RNK уз помоћ High-Capacity cDNK Reverse 

Transcription кита (Applied Biosystems Foster City, California, USA). Процес qRT-PCR је 

изведен коришћењем Power SYBR MasterMix (Applied Biosystems Foster City, California, 

USA) и специфичних прајмера који су приказани у табели (Taбела 4). 

 

Реакција qRT-PCR је изведена на апарату Mastercycler® ep realplex (Eppendorf, Hamburg, 

Germany) са 40 циклуса према одговарајућој температурној шеми (10 минута инкубације 

на 95 °С, након чега је уследило 40 циклуса у трајању од 15 s на 95 °С и 60 s на 60 °С). 

Вредност експресије iRNK је одређена у односу на β-актин за сваки узорак. Релативна 

експресија гена је израчуната према формули 2-(Ct-Ctactin), где је Ct (енгл. Cycle treshold) 

вредност за ген од интереса, а Ctactin вредност за контролни β-актин као housekeeping 

ген. Подаци су представљени као средња вредност ± стандардна девијација и изражени 

у односу на контролу (нетретиране туморске ћелије). 
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Табела 4. Прајмери за амплификацију гена за молекуле укључене у регулацију ћелијског 

циклуса, ћелијске пролиферације и ћелијске смрти.  

 

Ген Секвенца прајмера (forward) Секвенца прајмера (reverse) 

Каспаза 

3 
5’-AAATTCAAGGGACGGGTCAT-3’ 5’-ATTGACACAATACACGGGATCTGT-3’ 

Каспаза 

9 
5´-GCTCTTCCTTTGTTCATCTCC-3´ 5´-CATCTGGCTCGGGGTTACTGC-3´ 

RIPK1 
5´-AGAAGAAGGGAACTATTCGCTGG-

3´ 
5´-CATCTATCTGGGTCTTTAGCACG-3´ 

Циклин 

D3 
5’-CCGTGATTGCGCACGACTTC-3’ 5’-TCTGTGGGAGTGCTGGTCTG-3’ 

p27 5´-AGGAGAGCCAGGATGTCAGC-3´ 5´-CAGAGTTTGCCTGAGACCCAA-3´ 

cMyc 5´-CGGACACACAACGTCTTGGAA-3´ 5´-AGGATGTAGGCGGTGGCTTT-3  ́

β-actin 5’-AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3’ 5’-AAGCCATGCCAATGTTGTCT-3’ 

 

 

3.6. Експериментални модел карцинома дојке и фармаколошки третман мишева 

 

3.6.1. Експерименталне животиње  

 

У студији су коришћени BALB/c мишеви женског пола, старости 8-10 недеља. Мишеви 

су узгајани у стандардним условима у виваријуму Центра за молекулску медицину и 

истраживање матичних ћелија, Факултета медицинских наука у Крагујевцу. Мишеви су 

смештени у окружење са контролисаном температуром, са светло-тамним циклусом од 

12 h, уз слободан приступ храни и води. Све животиње су добиле хуману негу, а 

процедуре коришћене у овој студији је одобрила Етичка комисија за заштиту добробити 

огледних животиња Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, број 01-

14555 од 13.12.2021. године.  

 

3.6.2. Модел карцинома дојке  

 

За овај експеримент је коришћена ћелијска линија мишјег карцинома дојке, 4Т1, и то 

само ћелије које су имале индекс вијабилности преко 95%. Ћелије су узгајане у 

стандардним условима, а затим је 3x104 ћелија у 50 µl DMEM убризганo субкутано, у 

масно ткиво млечне жлезде сингених BALB/C мишева женског пола (209). Након појаве 

палпабилног тумора (око седмог дана од инокулације) праћена је динамика његовог 

раста и то сваког другог дана. Тумори су мерени помоћу калипера, а волумен тумора је 

одређен по формули: Волумен тумора (mm3) = LxW2/2, где је L највећи, а W најмањи 

промер тумора.  
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3.6.3. Апликација комплекса С2 

 

За испитивање ефекта на раст и прогресију тумора in vivo, изабран је комплекс С2 који 

је показао највећи цитотоксички ефекат in vitro. Мишеви су подељени на 4 групе, при 

чему је у свакој било по 10 јединки. Једна група је третирана цисплатином у дози 3 

mg/kgТТ, друга група је третирана комплексом С2 у дози 3 mg/kgТТ, трећа комплексом 

С2 у дози 6 mg/kgТТ, док је четвртој контролној групи мишева убризган 0.9% NaCl. За 

одређивање дозе испитиваног комплекса су коришћене добијене вредности IC50. Третман 

мишева је почео седмог дана након убризгавања примарног тумора. Супстанце су 

убризгаване интраперитонеално, сваког другог дана, у укупно осам доза. Раст тумора је 

затим праћен до 25-ог дана од инокулације туморских ћелија. Након изолације, измерена 

је тежина и дијаметар тумора. 

 

3.7. Статистичка анализа 

 

Добијени резултати биће представљени као средње вредности±стандардне грешке. 

Статистичка значајност одређена је Студентовим t тестом за узорке који имају нормалну 

расподелу, као и Mann-Whitney тестом за узорке који немају нормалну расподелу. За 

поређење учеталости преживљавања мишева коришћен је Fisher’s exact тест за сваки од 

временских интервала током праћења. Резултати су сматрани статистички значајним 

када је p < 0.05. За статистичку обраду добиjених резултата коришћен је програмски 

пакет SPSS верзија 20.  
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. Анализа хемијских карактеристика комплекса С1 – С8 

 

У овој студији синтетисани су динуклеарни комплекси Pt(II) са пиридазином као 

мостним лигандом, [{Pt(1,2-pn)Cl}2(-pydz)]Cl2 (C1), [{Pt(ibn)Cl}2(-pydz)]Cl2 (C2), 

[{Pt(1,3-pn)Cl}2(-pydz)]Cl2 (C3) и [{Pt(1,3-pnd)Cl}2(-pydz)]Cl2 (C4)), као и динуклеарни 

комплекси Pd(II) са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима, 

[{Pd(en)Cl}2(μ-pz)](NO3)2 (C5), [{Pd(en)Cl}2(μ-pm)](NO3)2 (C6), [{Pd(en)Cl}2(μ-

pydz)](NO3)2(C7) и [{Pd(en)Cl}2(μ-phz)](NO3)2(C8), а затим су испитане структурне 

особине, интеракције са биомолекулима попут DNK и BSA, као и њихова биолошка 

активност. 

 

4.1.1. Хемијске карактеристике комплекса С1 – С4  

 

Динуклеарни комплекси Pt(II) са пиридазином као мостним лигандом, С1 – С4, су 

добијени из одговарајућих мононуклеарних комплекса према модификованом поступку 

који је претходно описан у литератури (167-169). У реакцији мононуклеарног комплекса 

[Pt(L)Cl2] (L je 1,2-пропилендиамин, изобутилендиамин, 1,3-пропилендиамин или 1,3-

пентандиамин) са AgNO3 у молском односу 1:0.98 у раствору DMF, један хлоридо-

лиганд је супституисан молекулом DMF. Да би се добили динуклеарни комплекси Pt(II), 

одговарајући мононуклеарни комплекс, [Pt(L)(Cl)DMF)]+, помешан је са пиридазином у 

моларном односу 2:1, у DMF-у, на собној температури. Динуклеарни комплекси су 

кристализовани из воденог раствора LiCl. Као што је приказано на Слици 8А, 

синтетисани динуклеарни комплекси Pt(II) имају исти мостни лиганд, пиридазин, а 

различите диаминске лиганде. Геометријски модел молекулске структуре добијених 

динуклеарних комплекса Pt(II) је приказан на Слици 8Б. 

 
1H и 13C NMR спектри пиридазина, као и синтетисаних комплекса С1 – С4 су забележени 

у D2O као растварачу. У Табели 5 су приказани одговарајући спектроскопски подаци. У 
1H NMR спектру слободног пиридазина, појављују се два мултиплета на 7.83 и 9.20 ppm, 

који потичу од еквивалентних протона пиридазинског прстена (H4/H5 и H3/H6). Након 

координације лиганда и јона Pt(II), сигнал се помера на ниже поље, тј. на више хемијско 

померање за Δδ = 0.31 ppm (H4/H5), и за Δδ = 0.38 ppm (H3/H6). Такође, у 13C NMR 

спектру сигнал се помера на ниже поље након координације пиридазина и јона Pt(II) 

(Табела 5). Након хелатне координације лиганада (1,2-пропилендиамин, 

изобутилендиамин, 1,3-пропилендиамин или 1,3-пентандиамин) за јон Pt(II) у 

комплексима C1 – C4, у 1H NMR спектру сигнали који потичу од слободних лиганада 

померају се на ниже поље, тј. на више хемијско померање. Као што се може видети из 

Tабеле 5, сигнали за атоме угљеника хелатних лиганада у комплексу, такође се померају 

на више хемијско померање у односу на оне за слободне лиганде. Методом масене 

спектрометрије високе резолуције додатно су потврђене структуре синтетисаних 

комплекса.  
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Слика 8. Структурне формуле (А) и геометријски модели (Б) комплекса C1 – C4. 

 

 

  



41 

 

 

Табела 5. NMR (1H и 13C) хемијско померање (δ, ppm) за пиридазин (pydz), 1,2-

пропилендиамин (1,2-pn) (С1), изобутилендиамин (ibn) (С2), 1,3-пропилендиамин (1,3-

pn) (С3), 1,3-пентандиамин (1,3-pnd) (С4) и одговарајуће динуклеарне комплексе Pt(II) у 

D2O као растварачу. 

 

Лиганд/Pt(II) комплекс 1H NMR 13C NMR 

pydz 

7.83 (m, H4/H5) 

9.20 (m, H3/H6) 

130 (C4/C5) 

151 (C3/C6) 

1,2-pn 

1.29 (d, CH3), 1.45 (m, CH2), 2.64 

(m, CH) 16, 47, 52 

 

С1 

1,2-pn 

1.46 (m, CH3), 2.79 (m, CH2/CH) 18, 54, 60 

pydz 

8.14 (m, H4/H5) 

9.58 (m, H3/H6) 

137 (C4/C5) 

164 (C3/C6) 

ibn 
1.32 (m, CH3), 

2.48 (s, CH2) 22, 52, 58 

С2 

ibn 

1.46 (m, CH3), 

2.66 (s, CH2) 
26, 64, 65 

pydz 

8.18 (m, H4/H5) 

9.62 (m, H3/H6) 

135 (C4/C5) 

162 (C3/C6) 

1,3-pn 

1.60 (m, CH3), 

2.65 (m, CH2) 29, 39 

С3 

1,3-pn 

1.89 (m, CH3), 

2.79 (m, CH2) 
30, 45,46 

pydz 

8.14 (m, H4/H5) 

9.57 (m, H3/H6) 

139 (C4/C5) 

166 (C6/C6) 

1,3-pnd 
0.86 (t, CH3), 1.45 (m, CH2), 

2.66 (m, CH) 12, 32, 40, 41, 52 

С4 

1,3-pnd 

0.97 (m, CH3), 1.82 (m, CH2) 

2.85 (m, CH2/CH) 

12, 30, 33, 34, 

43,44, 56, 57 

pydz 

8.15 (m, H4/H5) 

9.63 (m, H3/H6) 

135 (C4/C5) 

163 (C6/C6) 
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На основу добијених података, на Слици 9 је приказана оптимизована структура 

испитиваних комплекса. Може се уочити да се хлоридо-лиганди налазе на различитим 

странама равни комплекса која пролази кроз пиридазински мостни лиганд. Средње равни 

хелатних прстенова су нормалне на ову раван, као последица интрамолекулских 

водоничних веза између Pt-N-H групе и хлоридо-лиганада (Слика 9). 

 

Слика 9. Структура динуклеарних комплекса Pt(II) (C1 – C4), оптимизована B3LYP 

методом са 6-31g** базног сета за неметалне атоме и lanl2dz базним сетом за Pt.  

 

Додатно, UV-vis спектрофотометријом су снимљени спектри комплекса C1 – C4 и 

приказани на Графикону 1. Уочава се да се максимуми апсорпције налазе се на 282 nm 

за C3, 292 nm за C4, као и на 301 nm за комплексе C1 и C2. Mаксимуми апсорпције 

испитиваних комплекса имају помак у односу на максимуме апсорпције лиганада 

(Графикон 1). 
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Графикон 1. UV-vis спектри синтентизованих динуклеарних комплекса C1 – C4 (5 x 

10−5 М). 

 

4.1.1.1. Стабилност комплекса С1 – С4  

 

Испитивање стабилности комплекса С1 – С4 UV-vis спектрофотометријом, у различитим 

временским интервалима током 72 h, је показало веома мале промене у интензитету 

максимума апсорпције (Графикон 2). Испитивање стабилности 1H NMR 

спектроскопијом, у различитим временским интервалима (t = 30 min, 24 h и 72 h), је 

показало нове, веома слабе резонанције у ароматичном региону, порекла слободних 

протона пиридазина, које се појављују у спектру након 72 h (Слика 10). Ове резонанције 

одговарају слободним мостним лигандима, и резултат су веома спорог распадања 

динуклеарних комплекса. Може се закључити да су комплекси током испитивања били 

стабилни. 
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Графикон 2. Стабилност комплекса С1 – С4 (1 x 10−4 М) (у 0.01 M PBS-а, pH = 7.4, са 

2.7 mM KCl и 137 mM NaCl), анализирана UV-vis спектрофотометријом у различитим 

временским интервалима). А: Апсорбанца. 

  
Слика 10. 1H NMR спектроскопија комплекса С3 (5 x 10−3 М) (у D2O на собној 

температури, у различитим временским интервалима). 
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4.1.2. Хемијске карактеристике комплекса С5 – С8  
 

Динуклеарни комплекси Pd(II) са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима, 

са општом формулом [{Pd(en)Cl}2(μ-L)](NO3)2 (L је пиразин, пиримидин, пиридазин или 

феназин, а en је етилендиамин), струкурно су окарактерисани применом елементалне 

микроанализе и различитих спектроскопских техника. Њихова структурна формула и 

геометријски модел су приказани на Слици 11А и Б. Сви мостни лиганди садрже два N 

атома на различитим позицијама. 

 
1H и 13C NMR спектри лиганада, као и комплекса С5 – С8, су забележени у D2O као 

растварачу. У Табели 6 су приказани одговарајући спектроскопски подаци. У 1H NMR 

спектрима некоординованих мостних лиганада пиразина, у ароматичној регији, сигнал 

који се уочава на 8.66 ppm потиче од еквивалентних протона пиразинског прстена. Након 

координовања са јонима Pd(II), овај сигнал се појављује на 8.99 ppm као мултиплет. 

Слободни пиримидински лиганд у 1H NMR спектру има три сигнала, на 7.76, 9.04 и 9.39 

ppm, који потичу од H5, H4/H6 и H2 протона. У ароматичној регији, 1H NMR спектри 

комплекса С7 и С8 садрже два сета резонанци које потичу од пиридазинских и 

феназинских координованих лиганада, чија се хемијска померања разликују од 

некоординованих. Померање на ниже поље протона из мостних лиганада, које се дешава 

након координације за јон Pd(II), се може приписати делокализацији π електрона. 

 

Такође, у 1H NMR спектрима комплекса С5 – С8, сигнал који потиче од координованог 

диаминског лиганда је померен на ниже поље у односу на слободне бидентатне лиганде. 

Као што се може видети из Табеле 6, 13C NMR спектри комплекса показују више 

различитих сигнала, односно један за С5, три за С6 и С8 и два за С7. Ови сигнали потичу 

од угљеникових атома слободних мостних лиганада. Додавање слободних лиганда 

раствору одговарајућих комплекса резултује појавом још једног сета 13C сигнала. Након 

координације лиганада за јон Pd(II), сигнали који потичу од угљеника у ароматичним 

прстеновима мостних лиганада су померени на ниже поље (Табела 6). 
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Слика 11. Структурне формуле (А) и геометријски модели (Б) комплекса C5 – C8.  

* Živković MD et al. Bioorg Chem 2017;72:190-8 (172). 

 

  

* 

* 

* 

* 
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Табела 6. NMR (1H и 13C) хемијска померања (δ, ppm) за пиразин (pz) (C5), пиримидин 

(pm) (C6), пиридазин (pydz) (C7) и феназин (phz) (C8) лиганде и одговарајуће 

динуклеарне комплексе Pd(II) у D2O као растварачу.  

 

лиганд /Pd(II) комплекс 
1H NMR 13C NMR 

pz 
8.66 (s) 145 

С5* 8.99 (m) 150 

pm 
7.76 (m, H5) 

9.04 (m, H4/H6) 

9.39 (s, H2) 

132 (C5) 

152 (C4/C6) 

159 (C2) 

С6 

7.86 (m, H5) 

9.27 (m, H4/H6) 

9.78 (s, H2) 

132 (C5) 

162 (C4/C6) 

168 (C2) 

pydz 
7.83 (m, H4/H5) 

9.20 (m, H3/H6) 

130 (C4/C5) 

151 (C3/C6) 

С7* 
8.02 (m, H4/H5) 

9.46 (m, H3/H6) 

137 (C4/C5) 

164 (C3/C6) 

phz 

7.98 (m, H2/H3/H7/H8) 

8.14 (m, H1/H4/H6/H9) 

128 (C2/C3/C7/C8) 

130 (C1/C4/C6/C9) 

140 (C4a, C5a, C9a, C10a) 

С8 
8.41 (m, H2/H3/H7/H8) 

10.26 (m, H1/H4/H6/H9) 

130 (C2/C3/C7/C8) 

136 (C1/C4/C6/C9) 

148 (C4a, C5a, C9a, C10a) 

* Živković MD et al. Bioorg Chem 2017;72:190-8 (172). 

N

N

1

4

N

N

1

3

N

N1

2

N

N

9

10
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UV-vis спектри комплекса С5 – С8 су снимљени у опсегу таласних дужина од 200 до 500 

nm. Спектри апсорпције испитиваних комплекса су веома слични и показују интензивне 

траке на 271 nm за C5, 278 nm за C6, 275 nm за C7 и на 250 и 374 nm за комплекс C8. 

Максимуми апсорпције свих синтетисаних комплекса С5 – С8 показују батохромно 

померање у поређењу са истим слободних пиримидинских, пиразинских, пиридазинских 

и феназинских лиганада. 

 

4.2. Анализа интеракција комплекса С1 – С8 са биомолекулима 

 

Интеракција комплекса С1 – С8 са молекулима CT-DNK и BSA је испитана применом 

апсорпционих спектроскопских метода и флуоресцентних мерења. 

 

4.2.1. Интеракција комплекса С1 – С4 са молекулом CT-DNK 

 

Спектри апсорпције комплекса C1 – C4 са CT-DNK су снимљени при константној 

концентрацији комплекса и различитим односима концентрација комплекса и CT-DNK 

и приказани на Графикону 3. Може се приметити да интензитет апсорпционих трака на 

λ = 260 nm постепено расте.  

 

Константе везивања (Кb) су израчунате да би се упоредио афинитет везивања комплекса 

за CT-DNK, а добијене вредности указују на претпоставку да модел везивања комплекса 

за молекул CT-DNK није интеркалација (Табела 7). Такође, захваљујући томе што нема 

батохромног померања максимума апсорпције, може се рећи да комплекси C1 – C4 не 

формирају ковалентне везе са DNK адуктима. Овакви резултати указују на већу 

могућност остваривања електростатичких интеракција. Вредности Stern-Volmer-ове 

константе (Ksv) и константе стабилности (Ка) додатно говоре у прилог томе да 

испитивани комплекси нису добри интеркалатори, као и да успостављају слабе везе са 

молекулом DNK (Табела 7). Приближно исти број везујућих места (n ≈ 1) потврђује да 

се интеракције свих испитиваних комплекса и молекула DNK одвијају на исти начин 

(Табела 7). Најмања вредност константе Kа за комплекс С2 указује на то да овај комплекс 

остварује најслабије везе са молекулом DNK.  

 

Мерења вискозитета су коришћена да би се додатно разјаснио начин интеракције 

комплекса C1 – C4 са CТ-DNK. Додавање растућиx концентрација комплекса (до r = 1.0) 

у раствор CТ-DNK утицало је на благо смањење вискозитета што додатно имплицира да 

интеракција C1 – C4 са CТ-DNK није типа интеркалације (Графикон 4).  

 

Да би се даље испитала природа интеракције испитиваних комплекса и CT-DNK, као 

типичан интеркалатор коришћен је етидијум бромид (EtBr) и детектоване промене у 

спектрима емисије EtBr/CT-DNK након додавања раствора комплекса. Графикон 5 

приказује емисионе спектре EtBr/CT-DNK у присуству комплекса C1 – C4. Додавање 

комплекса C1 – C4 смањило је емисију флуоресценције EtBr за 20% почетне максималне 

вредности за све испитиване комплексе (праћен је интензитет емисије на 612 nm), што 

имплицира компетицију између EtBr и комплекса за место везивања на молекулу CT-

DNK и формирање нових комплекс/CT-DNK адуката. Међутим, релативно мало 

смањење интензитета флуоресценције потврђује да комплекси С1 – С4 нису добри 

интеркалатори (Графикон 5).  
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 Графикон 3. А. Апсорпциони спектри комплекса C1 (а), C2 (б), C3 (в) и C4 (г) у PBS-

у (10 mM, pH 7.4, са 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl) у одсуству и присуству CT-DNK. 

Уметнути дијаграм: апсорпциони спектри комплекса С1 – С4 након додавања CT-DNK. 

[комплекс] = 25.7 M, [DNK] = 0 − 25.7 M. Б. Дијаграм зависности [DNK]/(εa - εf) од 

[DNK] за комплексе С1 – С4 у присуству CT-DNK. 
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Табела 7. Параметри интеракције комплекса C1 – C4 са CT-DNK (константа везивања 

(Кb), Stern-Volmer-ова константа (Ksv), константа стабилности (Ka) и број везујућих места 

(n)). 

 

Kомплекс Kb103 (M-1) Ksv103 (M-1) Ka104 (M-1) n 

C1 0.6 4.2 1.3 0.9 

C2 0.2 3.8 0.4 0.8 

C3 3.6 6.4 2.8 1.0 

C4 0.3 4.0 0.9 0.8 

 

 

 
Графикон 4. Ефекат растућих концентрација комплекса C1 – C4 на релативни 

вискозитет раствора CT-DNK (8 µМ, на собној температури). r = [комплекс]/[CT-

DNK]. 
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Графикон 5. Eмисиони спектри CT-DNK/EtBr у присуству комплекса C1 – C4 (у 

PBS-у,10 mM, pH = 7.4, са 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl). [CT-DNK] и [EtBr] = 8 x 10−5 M. 

 

У даљем току истраживања, природа везе комплекса С1 – С4 са молекулом DNК, 

испитивана је студијом молекулског докинга. За прорачуне су коришћени њихови aqua-

комплекси (C1W – C4W), с обзиром на то да у једро ћелије, до молекула DNК, продиру 

само aqua-облици који настају након хидролизе полазних комплекса. Везујуће енергије 

најстабилнијих адуката су у опсегу -6.4 kcal/mol до -7.3 kcal/mol, као што је приказано на 

Слици 12. Резултати ове студије су показали да су најстабилније везе са молекулом DNК 

у жлебу (адукти са комплексима C1 и C2), а затим дуж ланца DNК (адукт са комплексом 

С3), док се комплекс С4 везује за велики жлеб на месту DNK богатом А-Т базним 

паровима (Слика 12).  
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Слика 12. Структура најстабилнијих адуката добијена молекулским докингом. 

Комплекси представљају aqua-деривате C1W – C4W одговарајућих хлоридо-комплекса 

С1 – С4. 

 

4.2.2. Интеракција комплекса С1 – С4 са молекулом BSA 

 

Након додавања комплекса C1 – C4 у раствор BSA, примећује се смањење интензитета 

флуоресценције на λ = 365 nm у складу са променом структуре протеина, што указује на 

то да се комплекси везују за овај молекул (Графикон 6).  
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Графикон 6. Емисиони спектар BSA у присуству комплекса C1 – C4. [BSA] = 8 М, 

[Q] = 0-160 М; λex = 295 nm.  

 

Вредности динамичке Stern-Volmer-ове константе (Ksv) и константе гашења 

флуоресценције (kq) за интеракцију комплекса са BSA су одређене уз помоћ Stern-

Volmer-ове једначине и приказане у Табели 8. Додатно, у Табели 8 приказане су 

вредности константе везивања (Ka), као и број везујућих места албумина (n) за 

испитиване комплексе. У поређењу са вредношћу Ка најјаче познате нековалентне 

интеракције авидина са различитим лигандима, која износи 1015 М-1, вредности Ка за 

испитиване комплексе указују на слабе везе комплекса са молекулом BSA. Посебно малу 

вредност Ка је имао комплекс C2, па се може закључити да се овај комплекс најслабије 

од свих испитиваних комплекса везује за BSA. Додатно, с обзиром на вредности n ~ 1, 

претпоставља се да постоји само једно везујуће место на молекулу BSA за везивање 

комплекса.  
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Tабела 8. Параметри интеракције комплекса C1 – C4 са BSA (Stern-Volmer-ова константа 

(Ksv), константа гашења флуоресценције (kq), константа стабилности (Ka) и број 

везујућих места (n)).  

 

Kомплекс Ksv104 (M-1) kq1012 (M-1s-1) Ka104 (M-1) n 

C1 5.5 5.5 4.5 0.9 

C2 4.2 4.2 3.8 0.8 

C3 5.9 5.9 5.1 1.0 

C4 4.0 4.0 3.9 0.8 

 

Студијом молекулског докинга је испитана интеракција С1 – С4 са BSA и HSA. За ову 

студију су коришћени хлоридо-деривати испитиваних комплекса, јер се молекули BSA 

и HSA налазе у екстрацелуларном простору у коме су комплекси у хлоридо-облику. BSA 

и HSA имају 3 домена (I, II и III) са по два субдомена (А и B), док молекул HSA има девет 

везујућих места за лекове, означених са DBS (енгл. Drug Binding Site), кaо што је 

приказано на Слици 13А. 

 

Ова студија је показала да се комплекси С1 – С4 везују за субдомен IIА на молекулу BSA, 

на позицији која се не сматра транспортним местом. Енергије везивања су у рангу од -

4.22 дo -5.07 kcal/mol, што се може сматрати умереном снагом везивања за транспортни 

протеин (Слика 13А). Резултати су у складу са претходно добијеним вредностима Kа, 

које указују на то да се комплекси могу ослободити са BSA, пре допремања до циљних 

ћелија. Када је у питању молекул HSA, постоји једно место за везивање испитиваних 

комплекса, лоцирано између IA и IIA субдомена, које није означено као DBS. Енергије 

везивања од -4.26 до -4.44 kcal/mol, слично BSA, показују умерено везивање испитиваних 

комлекса за HSA (Слика 13А). Најстабилније место везивања комплекса за BSA је 

електростатички ојачана водонична веза између позитивно наелектрисане групе Pt-N-H 

комплекса и негативно наелектрисаних аминокиселина (Asp307 и Glu332) (Слика 13Б). 

Генерално, на основу јачине и природе везивања комплекса С1 – С4 за површину 

транспортног протеина, на нетранспортном месту, могуће је претпоставити његово лако 

ослобађање у крвотоку и следствено смањено допремање у циљно ткиво. 
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Слика 13. А. Најстабилнија места везивања на молекулима BSA (IIA, IIB, IIIA и IIIB) и 

HSA. Места за везивање на HSA су означена као DBS (енгл. Drug Binding Site). Б. 

Најстабилнија веза између С2 и BSA, на основу молекулског докинга. 

 

4.2.3. Интеракција комплекса С5 – С8 са молекулом CT-DNK 

 

Интеракција комплекса С5 – С8 са молекулима CT-DNK је испитана UV-vis 

спектрофотометријом. Резултати су показали да се интензитет апсорпционих трака 

постeпено повећавао за испитиване комплексе, што указајe на значајан хиперхромизам 

(Графикон 7). Појава хиперхромизма при различитим моларним односима испитиваних 

комплекса и CT-DNK, имплицира да се њихова интеракција одвија путем интеркалације. 

Електростатичке интеракције

Водоничне везе

Интеракције

IIIB 

IIIA 

IIB 

IIA 

A. 

Б. 
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Графикон 7. Интензитет апсорпције за комплексе С5 – С8 на λ = 260 nm у односу на 

r (r = [CT-DNK]/[комплекс]) (у PBS-у,10 mM, pH = 7.4, са 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl). 

A: Aпсорбанца. 

 

Да би се упоредили афинитети везивања комплекса С5 – С8 за DNK, израчунате су 

константе везивања Kb и приказане у Tабели 9. Уочава се да је комплекс С8 имао највећу 

вредност Kb (4.43 x 104 М−1), због присуства феназинског лиганда и планарности С8 

комплекса. Различите вредности Kb указују на то да се комплекси С5 – С8 везују 

различитом јачином за CT-DNK. Израчуната Gibbs –ова слободна енергија има негативне 

вредности, што указује на спонтаност интеракције CT-DNK и испитиваних комплекса. 

 

Табела 9. CT-DNK константа везивања (Kb), Gibbs–ова слободна енергија (ΔG) и Stern-

Volmer–ова константа (Ksv) комплекса С5 – С8.  

 

Kомплекс Kb
 (1/M) G (kJ/mol) Ksv (1/M) 

С5 2.15 x 104 -25.71 5.02 x 105 

С6 4.23 x 103 -21.52 9.66 x 104 

С7 1.88 x 103 -19.43 7.89 x 104 

С8 4.43 x 104 -27.57 8.62 x 105 
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Емисиона флуоресцентна спектроскопија је додатно коришћена метода за испитивање 

интеракција комплекса С5 – С8 са CТ-DNK. EtBr је коришћен као класични 

интеркалатор. Показано је да, након додавања растућих концентрација комплекса С5 – 

С8, интензитет емисије на 612 nm опада. Ово смањење емисије последица је измештања 

EtBr из CT-DNK/EtBr адукта и везивања испитиваних комплекса (Графикон 8). 

Вредности динамичке константе гашења флуоресценије Ksv, су приказане у Tабели 9. 

Највећу вредност Ksv има комплекс С8, а затим С5 > С6 > С7. Ови резултати даље 

потврђују да феназински лиганд у комплексу C8 интеркалира са DNK због присуства три 

прстена. 

 

 
Графикон 8. Емисиони спектри CT-DNK/EtBr у присуству комплекса С5 – C8 (у 

PBS-у,10 mM, pH = 7.4, 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl). Дијаграм: I0/I у односу на 

[комплекс]. [CT-DNK/EtBr] = 0–18 μM. 
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4.2.4. Интеракција комплекса С5 – С8 са молекулом BSA 

 

Интеракција комплекса С5 – С8 са молекулом BSA је испитана UV-vis 

спектрофотометријом, тако што су константној концентрацији раствора BSA (8 µМ) 

додаване растуће концентрације комплекса (0 - 120 µМ) (Графикон 9). На основу 

снимљених спектара може се закључити да нема хипсохромног или батохромног 

померања апсорпционих максимума на 280 nm, али да постоји хиперхромно померање 

максимума апсорпције на 280 nm. Овај резултат указује на структурне промене молекула 

BSA, настале као последица нековалентних интеракција, као што су електростатичке 

везе, између молекула BSA и испитиваних комплекса. 

 

 

 

 

Графикон 9. UV-vis апсорпциони спектри BSA у присуству растућих концентрација 

С5 – С8 (у PBS-у,10 mM, pH = 7.4, са 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl). [BSA] = 8 μM, [C5 – 

C8] = 0 – 120 μM. А: Aпсорбанца. 
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Резултати мерења флуоресценције раствора BSA методом емисионе спектроскопије су 

показали смањење флуоресценције на 365 nm, након додавања комплекса С5 – С8, што 

се може приписати промени структуре протеина као последице везивања испитиваних 

комплекса. Резултати флуоресцентних мерења су приказани на Графикону 10.  

 

  

Графикон 10. Флуоресцентни емисиони спектри BSA у присуству комплекса С5 – 

С6 (у PBS-у, 10 mM, pH = 7.4, са 2.7 mM KCl и 137 mM NaCl). [BSA] = 8 μM, [C5 – C8] 

= 0 – 120 μM. Дијаграм: I0/I у односу на комплекс. А: Aпсорбанца. 

На основу линеарности Stern–Volmer-ових графика, може се закључити да испитивани 

комплекси индукују гашење флуоресценције триптофана молекула BSA. У Табели 10 

приказане су вредности динамичке Stern-Volmer-ове константе (Ksv) и константе гашења 

флуоресценције (Kq) за интеракције комплекса са молекулом BSA, као и вредности 

константи везивања (Kа) и број везујућих места албумина (n) за испитиване комплексе 

(Табела 10). Вредност Ksv за комплекс С6 указује на већи афинитет везивања овог 

комплекса за молекул BSA. 
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Табела 10. Stern-Volmer-ова константа (Ksv), константа гашења флуоресценције (kq), 

константа везивања (Ka) и број везујућих места (n) одређене за комплексе С5 – С8. 

 

Kомплекс Ksv(M
-1) kq(M-1s-1) Ka(M

-1) n 

C5 2.56 x 104 2.56 x 1012 2.46 x 105 1.2 

C6 1.25 x 105 1.25 x 1013 2.17 x 107 1.6 

C7 8.73 x 104 8.73 x 1012 1.27 x 106 1.3 

C8 1.17 x 104 1.17 x 1012 1.18 x 103 0.7 

 

4. 3. Евалуација туморицидне активности комплекса С1 – С8 in vitro 

 

У циљу испитивања потенцијалне биолошке активности синтетисаних комплекса Pt(II) 

(С1 – С4) и комплекса Pd(II) (С5 – С8), најпре је анализирана њихова антитуморска 

активност на неколико туморских линија мишјег (4T1, LLC1, B16F10) и хуманог (MDA-

MB 468, A549, A375) порекла. Туморске ћелије су изложене двоструко растућим 

концентрацијама комплекса или цисплатине, као референтног цитостатика, у трајању од 

48 h и 72 h, након чега је њихова вијабилност детектована МТТ тестом. Потенцијална 

селективност испитиваних једињења за туморске ћелије тестирана је на линији MRC-5 

хуманих фибробласта. На основу добијених резултата израчунате су и IC50 вредности 

комплекса и упоређене са вредностима за цисплатину. 

 

4.3.1. Анализа цитотоксичности комплекса С1 – С4  

 

Након третирања ћелија испитиваним комплексима Pt(II) или цисплатином у трајању од 

48 h, најпре је уочено да комплекс C2 показује дозно-зависан цитотоксички ефекат на 

ћелијама карцинома дојке миша (4Т1) (IC50 = 146.5±75.0 μМ), док су C1, C3 и C4 били 

цитотоксични за ове ћелије само при највишим концентрацијама (250 и 500 μМ) 

(Графикон 11А, Табела 11). Нарочито је значајно је да су комплекси C1 (IC50 = 16.3±18.8 

μМ) и C2 (IC50 = 15.9±0.8 μМ) показали изражен цитотоксички потенцијал на ћелијама 

хуманог карцинома дојке (MDA-MB 468), док је њихова туморицидна активност била 

слична ефекту цисплатине (IC50 = 12.0±1.5 μМ) (Графикон 11А, Табела 11).  

 

Цитотоксички потенцијал C3 и C4 на MDA-MB 468 ћелијама детектован је само при 

највишим концентрацијама (Графикон 11А, Табела 11). Цитотоксичка активност 

комплекса C1, а посебно комплекса C2 (IC50 = 56.3±10.8 μМ), након 48 h третмана, такође 

је забележена на ћелијској линији карцинома плућа миша (LLC1), док су C3 и C4 били 

цитотоксични за ове ћелије само у највишим концентрацијама (Графикон 11Б, Табела 

11). Са друге стране, тестирани комплекси нису значајно утицали на вијабилност ћелија 

хуманог карцинома плућа (А549) (Графикон 11Б, Табела 11), а показали су и слаб 

цитотоксички потенцијал на ћелијским линијама мишјег (B16F10) и хуманог (А375) 

меланома, који је детектован само при највишим концентрацијама (Графикон 11В, 

Табела 11).  
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Графикон 11. Дозно-зависна цитотоксичност комплекса C1 – C4 након 48 h 

третмана. Линије туморских ћелија и то: мишје (4Т1) и хумане (MDA-МB 468) ћелије 

карцинома дојке (А), мишје (LLC1) и хумане (А549) ћелије карцинома плућа (Б), мишје 

(B16-F10) и хумане (А357) ћелије меланома (В), као и хумани фибробласти (МRC-5) (Г) 

су третиране двоструко растућим концентрацијама комплекса C1 – C4 или цисплатине 

(CDDP) током 48 h. Вијабилност ћелија је одређена МТТ тестом. Подаци су 

представљени као средња вредност из три независна експеримента изведена у 

трипликату. 
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Додатно, потенцијална селективност комплекса С1 – С4 за туморске ћелије, испитана је 

анализом ефекта на вијабилност нетуморских ћелија линије хуманих фибробласта (MRC-

5). Добијени подаци су показали да испитивани комплекси испољавају слабу 

селективност за туморске ћелије, иако показују мању токсичност у поређењу са 

цисплатином (Графикон 11Г, Табела 11).  

Tабела 11. IC50 (μМ) вредности C1 – C4 комплекса и цисплатине (CDDP) након 48 h 

третмана. Подаци су представљени као средња вредност ± SD из три независна 

експеримента изведена у трипликату. 

 

IC50 вредности комплекса Pt(II) (μМ) након 48 h третмана 

Ћелијска 

линија 
C1 C2 C3 C4 CDDP 

4T1 311.1±34.2 146.5±75.0 418.5±82.4 454.4±204.1 <7.8 

MDA-MB 468 16.3±18.8 15.9±0.8 279.3±33.7 452.9±107.8 12.0±1.5 

LLC1 174.5±47.0 56.3±10.8 268.2±83.0 360.2±147.4 <7.8 

A549 427.6±230.6 172.3±78.7 >500 >500 7.1±1.5 

B16-F10 396.6±187.5 287.6±141.9 >500 >500 18.1±3.8 

A375 352.6±20.1 169.2±91.6 471.9±26.2 >500 <7.8 

MRC-5 417.5±51.7 260.4±37.0 >500 >500 12.8±2.4 

 

Сличан образац цитотоксичности комплекса C1 – C4 према испитиваним ћелијским 

линијама показан је и након 72 h експозиције. Уочено је значајно дозно-зависно смањење 

вијабилности 4Т1 ћелија третираних комплексом C2 (IC50 = 51.1±22.4 μМ), али не и 

осталим тестираним комплексима (Графикон 12А, Табела 12). Tакође, за разлику од 

комплекса C3 и C4 који су показали слаб туморицидни ефекат, C1 (IC50 = 3.0±1.3 μМ) и 

C2 (IC50 = 4.0±2.1 μМ) су били изразито цитотоксични за MDA-МB 468 ћелије након 72 

h, што је кореспондирало са ефектом цисплатине (Графикон 12А, Табела 12). Затим, 

вијабилност LLC1 ћелија је дозно-зависно смањена након излагања комплексима C1 

(IC50 = 53.2±2.4 μМ) и C2 (IC50 = 30.2±21.6 μМ), али не и комплексима C3 и C4 (Графикон 

12Б, Табела 12). 

 

Штавише, значајно ниже вредности IC50 после 72 h, у поређењу са излагањем у трајању 

од 48 h, показују да додатно постоји и временски зависан ефекат комплекса, посебно C1 

и C2, на вијабилност туморских ћелија. Насупрот томе, након 72 h третмана, тестирани 

комплекси су показали слаб цитотоксички потенцијал на А549 (Графикон 12Б, Табела 

12), као и на B16F10 и А375 ћелијама (Графикон 12В, Табела 12), и то само у највишим 

концентрацијама. Алтернативно, резултати добијени MTT тестом су кореспондирали са 

резултататима LDH теста показујући дозно-зависни цитотоксички ефекат испитиваних 

комплекса, а додатно су указали на присуство туморских ћелија у касној апоптози и 

потенцијално некрози. Поред тога, потврђена је мања цитотоксичност тестираних 

комплекса за нетуморске ћелије МRC-5 линије у поређењу са цисплатином, након 72 h 

експозиције (Графикон 12Г, Табела 12).  
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Графикон 12. Дозно-зависна цитотоксичност комплекса C1 – C4 након 72 h 

третмана. Линије туморских ћелија и то: мишје (4Т1) и хумане (MDA-МB 468) ћелије 

карцинома дојке (А), мишје (LLC1) и хумане (А549) ћелије карцинома плућа (Б), мишје 

(B16-F10) и хумане (А357) ћелије меланома (В), као и хумани фибробласти (МRC-5) (Г) 

су третиране двоструко растућим концентрацијама комплекса C1 – C4 или цисплатина 

(CDDP) током 72 h. Вијабилност ћелија је одређена МТТ тестом. Подаци су 

представљени као средња вредност из три независна експеримента изведена у 

трипликату. 
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Tабела 12. IC50 (μМ) вредности комплекса C1 – C4 и цисплатине (CDDP) након 72 h 

третмана. Подаци су представљени као средња вредност ± SD из три независна 

експеримента изведена у трипликату. 

 

IC50 вредности комплекса Pt(II) (μМ) након 72 h третмана 

Ћелијска 

линија 
C1 C2 C3 C4 CDDP 

4T1 229.0±105.6 51.1±22.4 329.9±41.3 442.5±72.7 <7.8 

MDA-MB 468 3.0±1.3 4.0±2.1 130.7±38.0 264.6±114.8 <7.8 

LLC1 53.2±2.4 30.2±21.6 407.1±89.4 >500 <7.8 

A549 326.4±157.7 233.9±79.4 >500 >500 <7.8 

B16-F10 323.4±40.9 160.1±93.1 320.4±37.4 >500 <7.8 

A375 327.0±48.7 296.6±86.4 >500 >500 <7.8 

MRC-5 386.5±70.9 178.7±25.0 356.2±9.1 436.4±70.5 <7.8 

 

4.3.1.1. Ћелијско преузимање комплекса C1 – C4  

 

У циљу даље евалуације туморицидне активности тестираних комплекса, мерено је 

њихово преузимање у туморске ћелије и анализирана липофилност (одређена 

вредностима logP), као и растворљивост у води. Садржај Pt је квантификован у 4Т1 

ћелијама третираним комплексима С1 – С4 или цисплатином у концентрацији 30 μМ 

током 12 h. Иако су показали већи цитотоксички ефекат, ниво акумулације Pt је био нижи 

у туморским ћелијама изложеним комплексима С1 и С2, док је највећи ћелијски унос 

детектован у ћелијама третираним комплексом С4 (Графикон 13). 

 

 
Графикон 13. Ћелијско преузимање комплекса C1 – C4 (30 μM) и цисплатине 

(CDDP) (30 μM) у 4T1 ћелије након 12 h излагања. Подаци су представљени као средња 

вредност± SD. 
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Негативне вредности logP за комплексе (Табела 13) указују на већи афинитет комплекса 

за водене него за липидне фазе. Међутим, не постоји веза између вредности logP и 

измерених вредности преузимања комплекса у ћелије. С друге стране, ћелијско 

преузимање комплекса је обрнуто пропорционално њиховој растворљивости у води 

(Табела 13). Очигледно је да мање растворљиви комплекси (попут комплекса С4) лакше 

продиру у ћелију.  

 

Табела 13. Предвиђена липофилност (logP) и растворљивост у води комплекса C1 – C4. 

 

 C1 C2 C3 C4 

Липофилност 

(logP)* 
-3.80 -3.29 -3.77 -2.71 

Растворљивост 

у води (mol/l) 
1.55·10-4 1.04·10-5 8.83·10-5 8.09·10-6 

* Негативна вредност logP означава већи афинитет комплекса за водену фазу. 

 

4.3.2. Анализа цитотоксичности комплекса С5 – С8  

 

Туморицидни потенцијал динуклеарних комплекса Pd(II) (С5 – С8) анализиран је након 

72 h експозиције туморских ћелија мишјег и хуманог порекла, двоструко растућим 

концентрацијама комплекса или цисплатине. На Графикону 14 се уочава да су комплекси 

C7 и C8 показали варијабилан цитотоксички ефекат, нарочито на туморским ћелијским 

линијама хуманог порекла, док су комплекси C5 и C6 показали туморицидна својства 

само при концентрацијама већим од 250 μМ. Комплекс С7 је показао слаб до умерен 

цитотоксички потенцијал на свим тестираним ћелијским линијама, осим на 4Т1 ћелијама 

мишјег карцинома дојке, где је његова ефикасност забележена само при највећим 

концентрацијама (Графикон 14, Табела 14). Најосетљивије на третман комплексом С7 су 

биле MDA-MB 468 ћелије хуманог карцинома дојке (IC50 = 99.2±58.5 μМ) (Графикон 

14А, Табела 14) и А375 ћелије хуманог меланома (IC50 = 73.2± 72.1 μМ) (Графикон 14В, 

Табела 14). Такође, ћелијске линије мишјег порекла (4T1, LLC1 и B6F10) су биле високо 

резистентне на дејство комплекса С8 при концентрацијама мањим од 500 μМ (Графикон 

14А, Б и В, Табела 14), док су MDA-MB 468 (IC50 = 90.6 ± 28.9 μМ) и А549 (IC50 = 38.1 ± 

13.8 μМ) ћелије биле осетљивије на његово дејство (Графикон 14А и Б, Табела 14). 

Занимљиво је да су ћелије хуманог меланома (А375) биле веома осетљиве на третман 

комплексом С8 (IC50 < 7.8 μМ), што је кореспондирало са ефектом цисплатине (IC50 < 7.8 

μМ) (Графикон 14В, Табела 14). Анализа цитотоксичног ефекта С5 – С8 комплекса на 

нетуморским MRC-5 ћелијама је открила да тестирани комплекси нису били високо 

селективни за туморске ћелије, али су показали мању токсичност од цисплатине 

(Графикон 14Г, Табела 14). 
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Графикон 14. Дозно-зависна цитотоксичност комплекса C5 – C8 након 72 h 

третмана. Линије туморских ћелија, укључујући мишје (4Т1) и хумане (MDA-МB 468) 

ћелије карцинома дојке (А), мишје (LLC1) и хумане (А549) ћелије карцинома плућа (Б), 

мишје (B16-F10) и хумане (А357) ћелије меланома (В), као и хумани фибробласти (МRC-

5) (Г), третиране су двоструко растућим концентрацијама комплекса C5 – C8 или 

цисплатина (CDDP) током 72 h. Вијабилност ћелија је одређена МТТ тестом. Подаци су 

представљени као средња вредност из три независна експеримента изведена у 

трипликату.  
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Tабела 14. IC50 (μМ) вредности комплекса C5 – C8 и цисплатине (CDDP) након 72 h 

третмана. Подаци су представљени као средња вредност ± SD из три независна 

експеримента изведена у трипликату.  

 

IC50 вредности комплекса Pd(II) (μМ) након 72 h третмана 

Ћелијска 

линија 
С5 С6 С7 С8 CDDP 

4T1 267.9±12.0 215.7±31.4 219.8±20.6 >500 <7.8 

MDA-MB 468 261.8±10.4 223.2±9.0 99.2±58.5 90.6±29.0 <7.8 

LLC1 211.9±32.2 214.2±8.7 167.2±36.0 361.5±62.1 <7.8 

A549 254.5±22.8 229.0±23.8 177.3±11.9 38.1±13.8 <7.8 

B16F10 257.5±21.7 223.5±42.6 186.3±3.5 >500 7.8±6.5 

A375 319.1±25.1 234.2±11.0 73.2±72.1 <7.8 <7.8 

MRC-5 253.3±30.6 160.6±10.3 180.3±22.5 443.8±82.6 <7.8 

 

4.4. Евалуација антимикробне активности комплекса С1 – С8  

 

У циљу даљег испитивања потенцијалних билошких ефеката комплекса Pt(II) (С1 – С4) 

и комплекса Pd(II) (С5 – С8), тестирана је њихова антимикробна активност на 

различитим врстама Gram-позитивних и Gram-негативних бактерија, као и квасница. 

Антимикробни ефекат тестираних комплекса анализиран је одређивањем вредности 

MIC, МВС односно MFC. За све врсте бактерија и гљивица су претходно одређене МIC, 

МВС и MFC за антимикробне лекове који се користе у терапији, како би се 

упоређивањем са стандардима прописаним од стране EUCAST-а, потврдило да је 

осетљивост испитиваних сојева у границама референтних вредности (Tабела 15). 
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Табела 15. МIC, MBC и MFC вредности за антимикробне лекове који се користе у 

терапији. 

 

Тестирани 

сојеви 

Антимикробни агенс (MIC, MВC и MFC вредности (μg/ml)) 

Ванкомицин Цефтриаксон 
Пиперацилин-

тазобактам 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

S. aureus 0.49 0.98 1.95 3.91 - - 

S. epidermidis 0.25 0.25 0.98 3.91 - - 

S. saprophyticus 0.98 0.98 15.63 15.63 - - 

R. equi 0.06 0.98 1.95 3.91 - - 

L. monocytogenes 0.12 0.12 - - - - 

S. pneumoniae 0.25 0.25 0.06 0.06   

Е. faecalis 0.98 0.98 - - - - 

B. cereus 0.25 0.98 31.25 31.25 - - 

B. subtilis 0.25 0.98 31.25 31.25 - - 

E. coli - - 0.06 0.98 2 2 

P. mirabilis - - 0.125 0.98 2 2 

 Флуконазол     

 MIC MFC     

C. albicans 0.25 0.25 - - - - 

S. cerevisiae 0.06 0.06 - - - - 

S. aureus: Staphylococcus aureus ATCC 25923; S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228; S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305; R. equi: 

Rhodococcus equi ATCC 6939; L. monocytogenes: Listeria monocytogenes ATCC 19112; S. 

pneumoniae: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619; Е. faecalis: Еnterococcus faecalis 

ATCC 29212; B. cereus: Bacillus cereus ATCC 11778; B. subtilis: Bacillus subtilis ATCC 6633; 

E.coli: Escherichia coli ATCC 25922; P. mirabilis: Proteus mirabilis ATCC 25933; Candida 

albicans ATCC 10231; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. MIC: енгл. 

Minimal Inhibitory Concentration, минимална инхибиторна концентрација; MBC: енгл. 

Minimal Bactericidal Concentration, минимална бактерицидна концентрација; MFC: енгл. 

Minimal Fungicidal Concentration, минимална фунгицидна концентрација. 

 

4.4.1. Антимикробна активност комплекса С1 – С4 

 

Антимикробни ефекат комплекса С1 – С4 је испитан на референтним сојевима Gram-

позитивних бактерија Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 

saprophyticus, Rhodococcus equi, Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae, 

Еnterococcus faecalis, Bacillus cereus и Bacillus subtilis, Gram-негативних бактерија 

Escherichia coli и Proteus mirabilis, као и квасница Candida albicans и Saccharomyces 

cerevisiae и приказан је у Табели 16. Испитивани комплекси C1 – C4 у целини су показали 

слабу до умерену антимикробну активност, која се разликовала у зависности од 

испитиваног соја бактерија, док се ниједан комплекс није посебно издвојио по својој 

антимикробној активности. Најосетљивије бактерије на сва четири комплекса су биле 

Rhodococcus equi и Streptococcus pneumoniae (MIC = 7.81-31.25 μg/ml, MBC = 7.81-62.5 

μg/ml). Интересантно је да су MIC вредности за сва четири комплекса за бактерије 

Listeria monocytogenes и Еnterococcus faecalis биле у рангу од 7.81 μg/ml до 125 μg/ml, 
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док су вредности MBC биле значајно веће (250 μg/ml до 1000 μg/ml). Комплекси C2, C3 

и C4 су показали солидну антимикробну активност на Staphylococcus saprophyticus, са 

вредностима MIC и MBC једнаким 15.63 μg/ml. Сојеви осталих Gram-позитивних 

бактерија као што су Staphylococcus aureus, Bacillus cereus и Bacillus subtilis, као и Gram-

негативних бактерија Escherichia coli и Proteus mirabilis, су били слабо осетљиви на сва 

четири испитивана комплекса са вредностима MIC и MBC већим од 500 μg/ml, са 

изузетком комплекса C4 чије су вредности MIC и MBC за бактерију Escherichia coli биле 

125 μg/ml. Такође, комплекси C1, C2 и C3 су имали значајан антигљивични ефекат на 

квасницу Candida albicans са вредностима MIC од 15.63 μg/ml до 31.25 μg/ml и MFC од 

15.63 μg/ml до 62.5 μg/ml, док су на Saccharomyces cerevisiae имали слабији ефекат 

(вредности MIC и MFC су биле у рангу од 125 μg/ml до 250 μg/ml) (Табела 16). Додатно 

се уочава и значајно мања антимикробна активност комплекса С1 – С4 у поређењу са 

позитивним контролама приказаним у Табели 15. 

 

Табела 16. Антимикробна активност комплекса C1 – C4. 

 

Тестирани 

сојеви 

Тестиране супстанце (MIC, MВC и MFC вредности (μg/ml)) 

C1 C2 C3 C4 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

S. aureus 500 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

S. epidermidis 500 500 1000 1000 250 500 250 250 

S. saprophyticus 125 125 15.63 15.63 15.63 15.63 15.63 15.63 

R. equi 7.81 7.81 7.81 7.81 7.81 7.81 7.81 31.25 

L. monocytogenes 31.25 250 7.81 250 31.25 500 125 1000 

Е. faecalis 15.63 250 32.5 250 32.5 500 32.5 500 

B. cereus 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

B. subtilis 500 1000 500 500 500 1000 500 500 

S. pneumoniae 15.63 31.25 7.81 15.63 31.25 62.5 31.25 62.5 

E. coli 1000 1000 1000 1000 500 500 500 500 

P. mirabilis 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 

 MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

C. albicans 15.63 62.5 15.63 15.63 31.25 62.5 1000 1000 

S. cerevisiae 125 250 250 250 125 125 500 500 

S. aureus: Staphylococcus aureus ATCC 25923; S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228; S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305; R. equi: 

Rhodococcus equi ATCC 6939; L. monocytogenes: Listeria monocytogenes ATCC 19112; S. 

pneumoniae: Streptococcus pneumoniae ATCC 49619; Е. faecalis: Еnterococcus faecalis 

ATCC 29212; B. cereus: Bacillus cereus ATCC 11778; B. subtilis: Bacillus subtilis ATCC 

6633; E.coli: Escherichia coli ATCC 25922; P. mirabilis: Proteus mirabilis ATCC 25933; C. 

albicans: Candida albicans ATCC 10231; S. cerevisiae: Saccharomyces cerevisiae ATCC 

9763. MIC: енгл. Minimal Inhibitory Concentration, минимална инхибиторна 

концентрација; MBC: енгл. Minimal Bactericidal Concentration, минимална бактерицидна 

концентрација; MFC: енгл. Minimal Fungicidal Concentration, минимална фунгицидна 

концентрација. 
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4.4.2. Антимикробна активност комплекса С5 – С8 

 

Резултати in vitro анализе антибактеријске и антигљивичне активности С5 – С8 

комплекса на референтним сојевима Gram-позитивних бактерија Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Rhodococcus equi, Listeria 

monocytogenes, Еnterococcus faecalis, Bacillus cereus и Bacillus subtilis, Gram-негативних 

бактерија Escherichia coli и Proteus mirabilis, као и квасница Candida albicans и 

Saccharomyces cerevisiae, су приказани у Табели 17.  

 

Најосетљивија Gram-позитивна бактерија, на сва четири тестирана комплекса је била 

Rhodococcus equi са вредностима MIC = 15.63 µg/ml и MBC у распону од 15.63 до 125 

µg/ml. Затим, постојала је јасна антимикробна активност С6, С7 и С8, али не и С5, против 

Gram-позитивних бактерија Listeria monocytogenes (MIC = 15.63-62.5 µg/ml, MBC = 

31.25-62.5 µg/ml) и Staphylococcus saprophyticus (МIC = 62.5 µg/ml, MBC = 62.5 µg/ml). 

Takoђе, за разлику од других тестираних комплекса, чије су вредности MIC и MBC биле 

веће од 500 µg/ml, C8 је показао умерену антибактеријску активност на Staphylococcus 

epidermidis (МIC = 125 µg/ml, MBC = 125 µg/ml). Друге тестиране врсте, укључујући и 

Gram-негативне бактерије су биле резистентне на тестиране комплексе са вредностима 

MIC и MBC већим од 250 µg/ml.  

 

Анализа антигљивичне активности тестираних комплекса је показала да је Candida 

albicans најосетљивија на комплекс С8 (MIC = 15.63 µg/ml, MFC = 15.63 µg/ml), а затим 

и С7 (MIC = 62.5 µg/ml, MFC = 62.5 µg/ml), док су С5 и С6 били мање активни (MIC = 

125 µg/ml, MFC = 125 µg/ml). Насупрот томе, комплекси С5 – С8 су показали слаб 

антифунгални ефекат на квасницу Saccharomyces cerevisiae са вредностима MIC и MFC 

у распону од 250 до 500 µg/ml.  

 

Све у свему, комплекси С5 – С8 су показали променљиву (слабу до умерену) 

антимикробну активност у зависности од врсте микроорганизама. Додатно, 

антимикробна активност тестираних комплекса је очигледно била мања у поређењу са 

позитивним контролама (Табела 15). Међу тестираним комплексима, С8 је показао 

највећу антимикробну активност према свим испитиваним микроорганизмима, са 

вредностима MIC у распону од 15.63 µg/ml до 250 µg/ml, изузев према бактерији Proteus 

mirabilis (MIC = 500 µg/ml) (Табела 17). 
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Табела 17. Антимикробна активност комплекса С5 – С8. 

  

Тестирани 

сојеви 

Тестиране супстанце (MIC, MВC и MFC вредности (μg/ml)) 

C5 C6 C7 C8 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

S. aureus 250  250 500  500 250  250 250  250 

S. epidermidis 1000  1000 1000  1000 500  500 125  125 

S. saprophyticus 250  250 62.5  62.5 62.5  62.5 62.5  62.5 

R. equi 15.63  15.63 15.63  15.63 15.63  125 15.63  15.63  

L. monocytogenes 500  500 15.63  31.25 62.5  62.5 31.25  62.5 

Е. faecalis 250  250 1000  1000 1000  1000 250  250 

B. cereus 250  250 1000  1000 1000  1000 125  250 

B. subtilis 500  500 1000  1000 1000  1000 250  250 

E. coli 250  250 1000  1000 500  500 250  250 

P. mirabilis 500 500 1000 1000 1000 1000 500 500 

 MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

C. albicans 125  125 125  125 62.5  62.5 15.63  15.63 

S. cerevisiae 250  250 250  250 500  500 250  250 

S. aureus: Staphylococcus aureus ATCC 25923; S. epidermidis: Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228; S. saprophyticus: Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305; R. equi: 

Rhodococcus equi ATCC 6939; L. monocytogenes: Listeria monocytogenes ATCC 19112; Е. 

faecalis: Еnterococcus faecalis ATCC 29212; B. cereus: Bacillus cereus ATCC 11778; B. 

subtilis: Bacillus subtilis ATCC 6633; E.coli: Escherichia coli ATCC 25922; P. mirabilis: 

Proteus mirabilis ATCC 25933; C. albicans: Candida albicans ATCC 10231; S. cerevisiae: 

Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763; MIC: енгл. Minimal Inhibitory Concentration, 

минимална инхибиторна концентрација; MBC: енгл. Minimal Bactericidal Concentration, 

минимална бактерицидна концентрација; MFC: енгл. Minimal Fungicidal Concentration, 

минимална фунгицидна концентрација. 

 

4.5. Евалуација механизама антитуморске активности комплекса С2 на ћелијама 

карцинома дојке in vitro 

 

Анализом туморицидног потенцијала испитиваних динуклеарних комплекса Pt(II) и 

Pd(II), уочава се да комплекс C2 показује најинтензивнији дозно и временски зависан 

цитотоксички ефекат, нарочито на ћелијама хуманог (MDA-MB 468) и мишјег (4T1) 

карцинома дојке. Наредни циљ истраживања био је да се испитају потенцијални 

механизми антитуморске активности комплекса С2, односно његов утицај на тип 

ћелијске смрти и пролиферацију туморских ћелија.  

 

4.5.1. Комплекс С2 индукује апоптозу ћелија карцинома дојке 

 

Да би се испитао потенцијални проапоптотски ефекат комплекса С2, ћелије карцинома 

дојке мишјег (4Т1) и хуманог (МDА-МB 468) порекла су третиране комплексом C2 или 

цисплатином, у концентрацијама 10 μМ и 30 μМ, током 12 h, и обојене Аnnexin-ом V и 

PI за даљу анализу методом проточне цитометрије.  

 

Добијени подаци су показали да и цисплатина (у концентрацијама 10 μМ и 30 μМ) и C2 

(само при већој концентрацији, од 30 μМ) покрећу апоптозу 4Т1 ћелија, што показује 
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значајно повећан проценат ранoапоптoтичних (Annexin V+PI-), али не и 

касноапоптотичних (Annexin V+PI+) ћелија у поређењу са нетретираним ћелијама (Слика 

14А). Додатно, проапоптотски ефекат комплекса С2 је потенцијално дозно-зависан, што 

произилази из налаза повећаног процента раноапоптотичних 4Т1 ћелија третираних 

већом концентрацијом, у поређењу са ћелијама третираним мањом концентрацијом 

комплекса C2 или цисплатине (Слика 14А). Насупрот томе, детектован је мали проценат 

некротичних Annexin V-PI+ 4Т1 ћелија, третираних цисплатином у обе тестиране 

концентрације или комплексом С2 у већој тестираној концентрацији (Слика 14А). Даље 

се уочава да је цисплатина, у мањој дози од 10 μМ, била ефикаснија у индукцији и 

апоптозе и некрозе 4Т1 ћелија, што показује повећан проценат раноапоптотичних и 

некротичних ћелија, у поређењу са ћелијама изложеним истој концентрацији комплекса 

С2. Међутим, када се примене у већој дози, комплекс С2 и цисплатина су показали 

сличне ефекте на индукцију апоптозе и некрозе 4Т1 ћелија (Слика 14А). Проценти 

вијабилних, раноапоптотичних, касноапоптотичних и некротичних 4Т1 ћелија, након 

експозиције комплексу С2 или цисплатини, документовани су репрезентативним dot 

plot-овима приказаним на Слици 14Б. 

Даљим испитивањем проапоптотског ефекта комплекса С2 уочено је значајно дозно-

зависно повећање процента раноапоптотичних (Anneksin V+PI-) и касноапоптотичних 

(Annexin V+PI+) MDA-MB 468 ћелија након третмана испитиваним комплексом или 

цисплатином (Слика 15А). 

 

Иако је цисплатина показала бољи ефекат на индукцију апоптозе МDА-МB 468 ћелија, 

што показују повећани проценти раноапоптотичних ћелија (при дози од 10 μМ) и 

касноапоптотичних ћелија (у дози од 30 μМ) (Слика 15А), може се рећи да су добијени 

резултати су у складу са значајном осетљивошћу MDA-МB 468 ћелија на третман 

комплексом С2 утврђеном тестовима цитотоксичности. За разлику од 4Т1 ћелија, чини 

се да ни комплекс С2 ни цисплатина нису утицали на некрозу МDA-МB 468 ћелија 

(Слика 15А). Другим речима, може се закључити да се цитотоксични ефекат комплекса 

С2 на ћелијама карцинома дојке, слично цисплатини, углавном ослања на дозно-зависну 

индукцију апоптозе. Проценти вијабилних, раноапоптотичних, касноапоптотичних и 

некротичних МDА-МB 468 ћелија, након експозиције комплексу С2 или цисплатини, 

документовани су репрезентативним dot plot-овима приказаним на Слици 15Б. 
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Слика 14. Ефекат комплекса С2 на апоптозу 4Т1 ћелија. А. 4Т1 ћелије мишјег 

карцинома дојке су изложене цисплатини (CDDP) или комплексу C2 у концентрацијама 

од 10 μМ и 30 μМ током 12 сати, а затим обојене FITC обележеним Аnnexin-ом V и 

пропидијум јодидом (PI) и анализиране методом проточном цитометрије. Подаци су 

представљени као средња вредност ± SD. *p<0,05 у поређењу са нетретираним ћелијама; 
§p<0,05 већа (30 µМ) у поређењу са мањом (10 µМ) концентрацијом CDDP или C2; 
¶p<0,05 CDDP у поређењу са C2 у истој концентрацији (10 или 30 µМ). Б. 

Репрезентативним dot plot-овима приказани су проценти вијабилних (Annexin V-PI-), 

раноапоптотичних (Annexin V+PI-), касноапоптотичних (Annexin V+PI+) и некротичних 

(Annexin V-PI+) 4Т1 ћелија након третмана комплексом C2 или CDDP. 
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Слика 15. Ефекат комплекса С2 на апоптозу МDА-МB 468 ћелија. Ћелије хуманог 

карцинома дојке су изложене цисплатини (CDDP) или комплексу C2 у концентрацијама 

од 10 μМ и 30 μМ током 12 сати, а затим обојене FITC обележеним Аnnexin-ом V и 

пропидијум јодидом (PI) и анализиране методом проточном цитометрије. Подаци су 

представљени као средња вредност ± SD. *p<0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама; 
§p<0.05 већа (30 µМ) у поређењу са мањом (10 µМ) концентрацијом CDDP или C2; 
¶p<0.05 CDDP у поређењу са C2 у истој концентрацији (10 или 30 µМ). Б. 

Репрезентативним dot plot-овима приказани су проценти вијабилних (Annexin V-PI-), 

раноапоптотичних (Annexin V+PI-), касноапоптотичних (Annexin V+PI+) и некротичних 

(Annexin V-PI+) МDА-МB 468 ћелија након третмана комплексом C2 или CDDP. 
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4.5.2. Комплекс С2 утиче на акумулацију ћелија карцинома дојке у суб-G1 фази 

ћелијског циклуса 

 

Ефекат комплекса C2 на прогресију ћелијског циклуса туморских ћелија испитан је 

након експозиције 4Т1 и МDА-МB 468 ћелија комплексу C2 или цисплатини у 

концентрацији 30 μМ током 12 h, и анализиран методом проточне цитометрије. Као што 

је приказано на Графикону 15А, чини се да C2, слично цисплатини, индукује 

акумулацију 4Т1 ћелија у суб-G1 фази, док је последично смањен проценат ћелија у 

G0/G1 фази ћелијског циклуса.  

Слично, проценти МDА-МB 468 ћелија у суб-G1 фази су значајно повећани након 12 h 

третмана комплексом С2 или цисплатином, у поређењу са нетретираним ћелијама, док 

су проценти ћелија у G0/G1 фази сходно томе смањени (Графикон 15Б). Генерално се 

може рећи да је комплекс С2 подстакао акумулацију ћелија карцинома дојке у суб-G1 

фази, што би могло додатно да указује на апоптозу ових ћелија. 

  
Графикон 15. Ефекат комплекса С2 на прогресију ћелијског циклуса ћелија 

карцинома дојке. Ћелијски циклус 4Т1 (А) и МDА-МB 468 (Б) ћелија, третираних 

комплексом C2 или цисплатином (CDDP) у концентрацији 30 μМ током 12 сати, 

анализиран је методом проточне цитометрије. На графиконима је приказан проценат 

туморских ћелија у различитим фазама ћелијског циклуса. Подаци су представљени као 

средња вредност ± SD. *p<0.05 у поређењу са нетретираним ћелијама; ¶p<0.05 С2 у 

поређењу са CDDP. 
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4.5.3. Комплекс С2 покреће унутрашњи пут апоптозе и потенцијално некроптозу 

ћелија мишјег карцинома дојке 

 

У даљем истраживању, испитан је ефекат комплекса С2 на експресију различитих 

молекула укључених у апоптозу и потенцијлно друге видове ћелијске смрти 4Т1 ћелија. 

Тако је qRT-PCR методом је анализирана експресија гена за каспазу 3, каспазу 9 и RIPK1. 

Описани ефекат С2 на индукцију апоптозе 4Т1 ћелија је документован значајно већом 

експресијом iRNK за синтезу ефекторске каспазе 3 након третмана комплексом С2 или 

цисплатином, у односу на нетретиране ћелије (Графикон 16А). Даље, резултати су 

показали значајно повећање експресије iRNA за каспазу 9 у 4Т1 ћелијама након излагања 

комплексу С2, у поређењу са нетретираним ћелијама, што указује на то да комплекс С2 

индукује смрт ћелија карцинома дојке миша тако што покреће унутрашњи пут апоптозе 

(Графикон 16Б). Са друге стране, повећана експресија iRNA за RIPK1 након експозиције 

комплексу С2 или цисплатини, указује на то да тестирани комплекс може потенцијално 

додатно индуковати некроптозу 4Т1 ћелија (Графикон 16В).  

 

 

Графикон 16. Ефекат комплекса С2 на експресију гена за каспазу 3, каспазу 9 и 

RIPK1 у 4Т1 ћелијама. Eкспресијa iRNK за каспазу 3 (А), iRNK за каспазу 9 (Б) и iRNK 

за RIPK1 (В) у 4Т1 ћелијама детектоване су qRT-PCR методом након 12 h експозиције 

комплексу С2 или цисплатини (CDDP) у концентрацији 30 µМ. Подаци су представљени 

као средња вредност ± SD. *p<0.05. 
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4.5.4. Комплекс С2 утиче на експресију регулатора ћелијског циклуса туморских 

ћелија 

 

Поред индукције апоптозе, следећи циљ студије је био да се испита ефекат комплекса C2 

на пролиферацију ћелија карцинома дојке анализом експресије регулатора ћелијског 

циклуса. Након излагања 4Т1 ћелија комплексу С2 или цисплатини у трајању од 12 h, 

уоченa је значајно смањена експресија iRNK за синтезу циклина D3, као и редукован 

проценат циклин Е позитивних ћелија, у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 

17А и Б). Истовремено, и комплекс С2 и цисплатина су значајно повећали експресију 

гена за инхибитор циклин-зависних киназа p27, што указује на важан инхибиторни 

ефекат на пролиферацију 4Т1 ћелија (Графикон 17В).  

 

 
 

Графикон 17. Ефекат комплекса C2 на експресију регулатора ћелијског циклуса 

4Т1 ћелија. 4T1 ћелије су изложене комплексу С2 или цисплатини (CDDP) у 

концентрацији од 30 μM током 12 h. Експресија iRNA за синтезу циклина D3 (A), 

проценат циклин E позитивних ћелија (Б) и iRNK за p27 (В) су детектовани методама 

qRT-PCR или проточном цитометријом. Подаци су представљени као средња вредност ± 

SD. *p<0.05. 
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4.5.5. Комплекс С2 смањује експресију онкогена c-Myc и pAKT у ћелијама мишјег 

карцинома дојке 

 

Дисрегулација онкогена c-Myc и протеин киназе AKT, важних за регулацију раста, 

пролиферације и смрти ћелија, је веома честа у различитим туморима. Резултати 

испитивања ефекта потенцијалних механизама антитуморске активности комплекса С2 

су показали да је испитивани комплекс значајно смањио експресију iRNK за c-Myc у 4Т1 

ћелијама, у поређењу са ћелијама које су третиране цисплатином (Графикон 18А). Осим 

тога, комплекс С2 је значајно редуковао проценат 4Т1 ћелија које експримирају pАKТ, 

иако је тај ефекат био слабији од ефекта цисплатине (Графикон 18Б).  

  
Графикон 18. Ефекат комплекса C2 на експресију онкогена c-Myc и pAKT у 4Т1 

ћелијама. 4T1 ћелије су изложене комплексу С2 или цисплатини (CDDP) у 

концентрацији од 30 μM током 12 h. A. Експресија iRNA за c-Мyc детектована је qRT-

PCR методом. Б. Проценат 4Т1 ћелија које експримирају фосфорилисану протеин киназу 

АКТ (pAKT) детектован је методом проточне цитометрије. Подаци су представљени као 

средња вредност ± SD. *p<0.05. 

 

4.6. Анализа ефекта комплекса С2 на прогресију мишјег карцинома дојке in vivo 

 

С обзиром на значајну туморицидну активност комплекса С2, детектовану на ћелијама 

карцинома дојке тестовима цитотоксичности in vitro, даље истраживање је било 

усмерено на испитивање ефеката С2 на прогресију мишјег карцинома дојке in vivo. Након 

имплантације 4Т1 ћелија, ефекти комплекса С2 (3 mg/kg и 6 mg/kg) на раст карцинома 

дојке и преживљавање мишева су праћени до 25-ог дана експеримента, и упоређени са 

ефектом цисплатине (3 mg/kg), као и контролном групом мишева са тумором којима је 

апликован физиолошки раствор. Ефикасност цисплатине је документована трендом 

смањења запремине тумора, иако разлика није достигла статистичку значајност што је 

потенцијално последица значајно већег морталитета у контролној групи мишева са 

тумором (Графикон 19А и Б).  
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Графикон 19. Ефекат комплекса С2 на прогресију мишјег карцинома дојке и 

преживљавање. Након појаве палпабилног тумора, 7 дана након имплантације 4Т1 

ћелија, мишеви (n = 10 по групи) су третирани комплексом С2 (3 mg/kg и 6 mg/kg), 

цисплатином (CDDP) (3 mg/kg) или физиолошким раствором, сваког другог дана. А. Раст 

тумора је праћен до 25-тог дана од имплантације 4Т1 ћелија. Подаци су представљени 

као средња вредност ± SD. *p<0.05 у поређењу са величинином тумора код мишева 

третираних CDDP. Б. Преживљавање мишева са тумором којима је апликован комплекс 

C2, цисплатина или физиолошки раствор. *p<0.05 група мишева третираних 

цисплатином у поређењу са контролном групом; §p<0.05 група мишева третитраних 

комплексом С2 (3 mg/kg) у поређењу са контролном групом; ¶р<0.05 група мишева 

третитраних комплексом C2 (6 mg/kg) поређењу са групом којој је апликована CDDP. 
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Изненађујуће је да третман комплексом С2 није утицао на раст тумора ни у једној од 

тестираних концентрација, што је било у супротности са цитотоксичким ефектом 

показаним in vitro (Графикон 19А). Штавише, мишеви којима је апликована мања доза 

комплекса С2 (3 mg/kg) су имали значајно веће запремине тумора у поређењу са 

мишевима третираним цисплатином почевши од 21-ог дана експеримента (Графикон 

19А). Двадесет петог дана након инокулације туморских ћелија, уочена је значајно већа 

просечна запремина тумора код мишева третираних већом дозом комплекса С2 (6 mg/kg) 

у поређењу са мишевима којима је апликована цисплатина (Графикон 19А). Међутим, 

забележена је нешто већа стопа преживљавања мишева након третмана комплексом С2, 

18-ог дана код мишева третираних мањом дозом комплекса С2 у поређењу са 

контролном групом мишева (Графикон 19Б). С друге стране, преживљавање мишева је 

било смањено код мишева третираних већом дозом комплекса С2 у поређењу са групом 

којој је апликована цисплатина, 25-ог дана након имплантације тумора (Графикон 19Б).  

 

Генерално, цитотоксички ефекат комплекса С2 показан in vitro није кореспондираао са 

ефектом на прогресију мишјег карцинома дојке in vivo. Разлог за овакав резултат се 

вероватно бар делимично може објаснити хемијским карактеристикама испитиваног 

комплекса, његовим слабијим везивањем за биомолекуле, односно везивањем за 

нетранспортно место биомолекула, што следствено отежава његово допремање у 

туморско ткиво. 
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5. ДИСКУСИЈА 

 

Због све већег пораста броја оболелих и умрлих од малигних болести, приоритет у 

савременој медицини представља истраживање и откривање нових антитуморских 

лекова, а како су сами почеци развоја антитуморске терапије везани управо за откриће 

туморицидне активности цисплатине, јасно је да је истраживање цитотоксичке 

активности хемијских модификација комплекса Pt, али и комплекса других прелазних 

метала, од великог значаја. Такође, пораст резистенције микроорганизама на 

антимикробне лекове, указао је на потребе за интензивним испитивањима нових 

антимикробних лекова. Због своје способности да градe комплексе са различитим 

једињењима са потенцијалним антитуморским дејством, модификације и испитивање 

биолошке активности једињења Pt(II) и Pd(II) су веома актуелни последњих деценија. У 

овој студији испитани су антитуморски и антимикробни ефекти динуклеарних 

комплекса Pt(II) са пиридазином као мостним лигандом и динуклеарних комплекса Pd(II) 

са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима, на различитим линијама 

туморских ћелија мишјег и хуманог порекла, односно различитим сојевима Gram-

позитивних и Gram-негативних бактерија, као и гљивица.  

 

Примена лекова на бази Pt у лечењу тумора праћена је бројним нежељеним ефектима 

који укључују системску токсичност, малу селективност за туморске ћелије, као и развој 

резистенције (80, 210, 211). У циљу унапређења терапије малигних болести и смањења 

нежељених ефеката конвенционалних хемиотерапеутика, много труда је уложено у 

дизајнирање нових једињења на бази Pt и тестирање њихове антитуморске активности. 

Бројни новосинтетисани и модификовани комплекси Pt показали су значајну 

туморицидну активност и испољили цитотоксички, антипролиферативни, 

проапоптотски и антиангиогени ефекат, уз потенцијално већу селективност за туморске 

ћелије (104, 212-217). Четири модификована динуклеарна комплекса Pt(II) са општом 

формулом [{Pt(L)Cl}2(-pydz)]Cl2, где је L диамински лиганд: 1,2-пропилендиамин (C1), 

изобутилендиамин (C2), 1,3-пропилендиамин (C3) или 1,3-пентандиамин (C4), 

синтетисано је у складу са претходним студијама (168, 169, 217-220). Поред поменутих 

комплекса Pt(II), синтетисана су и четири модификована динуклеарна комплекса Pd(II) 

са општом формулом [{Pd(en)Cl}2 (µ-L)] (NO3)2, где је L диазински лиганд и то: пиразин 

(C5), пиримидин (C6), пиридазин (C7) или феназин (C8) такође на основу претходних 

истраживања (171, 172, 214). Коришћењем различитих методолошких приступа 

потврђена је структура добијених једињења, а затим испитана њихова стабилност. 

Резултати UV-vis спектрофотометрије и 1H NMR спектроскопије су потврдили веома 

споро распадање комплекса С1 – С4 у периоду од 72 h, што имплицира њихову 

стабилност током испитивања. 

 

5.1. Модели интеракције комплекса С1 – С8 са биомолекулима 

 

Бројне студије су показале да је главна мета деловања цисплатине молекул DNK. 

Цисплатина ковалентним везивањем формира комплекс/DNK адукте и мењајући тако 

тродимензионалну структуру DNK, утиче на савијање и одмотавање двоструког хеликса. 

Последица тога је оштећење функције DNK, блокада репликације и транскрипције, и 

следствена смрт ћелије (221). Осим ковалентног везивања, комплекси прелазних метала 

могу да остварују и нековалентне интеракције са молекулом DNK и то путем везивања 

за жлеб DNK, интеркалације, као и формирањем водоничних или електростатичких веза 
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(222). Како ковалентне, тако и нековалентне интеракције утичу на промену структуре 

DNK хеликса.  

 

Различитим методама најпре је испитана природа интеракција које комплекси С1 – С4 

остварују са молекулом CT-DNK. На основу добијених вредности унутрашње константе 

везивања, Kb, у опсегу од 0.67 х 103 М-1 до 3.00 х 103 М-1, приказаних у Табели 7, може 

се рећи да начин интеракције комплекса С1 – С4 и CT-DNK хеликса није интеркалација, 

јер је модел везивања путем интеркалације праћен много већим вредностима Kb (223). 

Додатно, одсуство батохромног померања максимума апсорпције имплицира да се 

комплекси С1 – С4 не везују за CT-DNK хеликс ковалентним везама (224). Смањење 

интезитета флуоресценције раствора који садржи CT-DNK и EtBr као интеркалатор, а 

након додавања комплекса С1 – С4, може да укаже на компетицију за везивање за CT-

DNK (225, 226). Међутим, релативно мало смањење интензитета флуоресценције говори 

у прилог томе да комплекси С1 – С4 нису добри интеркалатори (Графикон 5), што 

потврђују и израчунате вредности Ksv и константе стабилности Ка (Табела 7). Додатно, 

детекцијом релативно малог смањења вискозитета раствора CТ-DNK након додавања 

растућих концентрација испитиваних комплекса потврђено је да модел интеракције није 

интеркалација (Графикон 4). Претходно је показано да динуклеарни комплекси Pt(II) 

везивањем за фосфатну кичму индукују савијање и кондензацију молекула DNK, што 

резултује смањењем вискозитета раствора (227). Генерално, резултати показују да 

комплекси С1 – С4 формирају слабе везе са молекулом CТ-DNK, које највероватније 

одговарају електростатичким интеракцијама. Осим тога, сви испитивани комплекси 

Pt(II) имају приближно исти број места везивања (Табела 7), што имплицира да 

интеракцију са CT-DNA остварују на исти начин. Вредност Ка за комплекс С2 има 

најмању вредност у односу на остале комплексе, што вероватно одговара стеричном 

ефекту две метил групе у бидентатно координованом диаминском лиганду. 

 

Природа интеракција комплекса С1 – С4 са молекулом DNK анализирана је и методом 

молекулског докинга. Комплекси С1 – С4 интерагују са DNK остварујући нековалентне 

интеракције, а најстабилнији начини везивања су везивање за жлеб (С1 и С2), затим 

везивање за фосфатну кичму (С3), као и везивање за велики жлеб DNK у региону богатом 

А-Т базама (С4) (Слика 12). Мало веће енергије везивања за фосфатну кичму су 

највероватније последица постојања водоничних веза између (Pt)-N-H и (Pt)-O-H група 

тестираних комплекса и кисеоника DNK ланца, које су ојачане електростатичким везама. 

Може се, такође, рећи да електростатичке везе настају између позитивно наелектрисаних 

комплекса и негативно наелектрисане фосфатне кичме DNK хеликса. Сличaн модел 

нековалентних интеракција са молекулом DNK, који не подразумева интеркалацију, као 

ни везивање за велики жлеб, описан је за тринуклеарни комплекс Pt(II), означен као 

TriplatinNC, који је показао значајну антитуморску активност (114). Показано је да ове 

интеракције могу изазвати дисторзије хеликса и следствену инхибицију функције DNK 

(114, 228). 

 

За разлику од комплекса С1 – С4, испитивање природе интеракције комплекса Pd(II) (С5 

– С8) са молекулом CT-DNK је показало да се интензитет апсорпционих трака постeпено 

повећавао за испитиване комплексе што указује на хиперхромизам. Овај феномен говори 

у прилог томе да сви испитивани динуклеарни комплекси Pd(II) интерагују са CT-DNK 

путем интеркалације (Графикон 7). Упоређивањем добијених вредности константи 

везивања, Kb, за комплексе С5 – С8 (Табела 9) са вредношћу Kb класичног интеркалатора 

EtBr, чија је вредност 1.23 x 105 М-1, може се рећи да се испитивани комплекси слабије 
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везују за CT-DNK у односу на EtBr (229, 230). Захваљујући феназину као мостном 

лиганду, комплекс С8 има највећу вредност Kb = 4.43 x 104 М−1. Може се закључити да 

различите позиције N атома хетероцикличних пиридазинских комплекса утичу на 

природу интеракције комплекса са молекулом CT-DNK. Осим тога, на основу података 

добијених емисионом флуоресцентном спектроскопијом и израчунатих вредности Ksv, 

чини се да комплекси С5 – С8 потенцијално могу да истисну EtBr са везујућег места на 

молекулу CT-DNK, што додатно потврђује њихову способност интеркалације (231). 

Највећу вредност Ksv има комплекс С8, а затим редом следе С5, С6 и С7 (Табела 9). Ови 

резултати даље потврђују да феназин интеркалира са DNK због присуства три прстена у 

комплексу C8. 

 

Албумин је природни транспортни протеин који поседује више места која служе за 

везивање лиганада, како ковалентним тако и нековалентним интеракцијама (232). Осим 

тога, најзаступљенији је протеин са продуженим полуживотом у циркулацији, што га 

чини погодним за транспорт лекова у организму (232). Структура молекула HSA је веома 

флексибилна и омогућава везивање различитих молекула, чинећи га једним од 

најфункционалнијих транспортних протеина. Интеракција цисплатине и албумина 

серума је иреверзибилна и веома значајна за дистрибуцију и ефикасност лека, али и 

његову токсичност (233). Стога, испитивање интеракција BSA и комплекса метала као 

потенцијалних лекова, као модел везивања за HSA, може дати одговоре на важна питања, 

како о биолошкој активности, тако и о транспорту једињења у организму (234, 235). BSA 

показује структурне сличности са HSA. Док HSA садржи један триптофан на позицији 

Trp-214, BSA садржи два остатка триптофана, Trp-134 и Trp-214. Захваљујући структури 

протеина, раствор BSA показује интензивну емисију флуоресценције на λem,max = 365 nm, 

при ексцитацији на 295 nm (236, 237). Додавање комплекса С1 – С4 у раствор BSA је 

утицало на смањење интезитета флуоресценције, на основу чега се може закључити да 

испитивани комплекси интерагују са овим биомолекулом (Графикон 6). Смањење 

интензитета флуоресценције се може приписати променама у структури протеина, које 

је настало због везивања комплекса за BSA (236, 237). Константе гашења флуоресценције 

(kq) (>1012 M-1s-1) су веће у односу на различите биополимере који утичу на гашење 

флуоресценције, што указује на постојање значајне интеракције (Табела 8) (236). На 

основу вредности Kа интеракције комплекса С1 – С4 са BSA, могло би се закључити да 

је транспорт испитиваних комплекса до циљних ћелија могућ овим путем. Међутим, на 

основу вредности интеракције авидина са различитим лигандима, за коју се сматра да је 

најјача позната нековалентна интеракција (1015 M−1), а у поређењу са Kа вредностима за 

комплексе С1 – С4, ипак је јасно да се ови комплекси могу лако ослободити са молекула 

BSA (Табела 8) (238, 239). Додатно, на основу најмање вредности Kа за комплекс С2 се 

може рећи да се најслабије везује за BSA (Табела 8). Вредност n показује да вероватно 

постоји једно потенцијално место на молекулу BSA погодно за везивање комплекса, док 

остали параметри имплицирају да та веза није довољно јака да омогући допремање 

комплекса до циљне ћелије (Табела 8).  

Молекулским докингом је утврђено да се сва четири испитивана комплекса углавном 

везују за IIA субдомен молекула BSA, које се не сматра битним за транспорт, при чему 

су мање енергије везивања у корелацији са вредностима Kа које одговарају релативно 

слабим везама (Слика 13). Слично томе, комплекси С1 – С4 имају једно погодно место 

за везивање за молекул HSA између субдомена IA и IIA, које се не сматра транспортним 

местом за лекове, уз релативно мале енергије везивања (Слика 13). Закључак је да овакве 

везе највероватније доминантно одговарају електростатичким интеракцијама између 

позитивно наелектрисаних комплекса и негативно наелектрисаних аминокиселина 
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албумина серума, а њихова природа указује на могућност лаког ослобађања комплекса у 

циркулацији током транспорта до циљног ткива. 

 

Као што је познато, електронски апсорпциони спектар BSA има два апсорпциона пика у 

подручју од 200 – 240 nm и 260 – 300 nm, који потичу од аминокиселинских остатака 

ароматичних аминокиселина, триптофана, тирозина и фенилаланина (240). Максимум 

апсорпције на 280 nm је веома осетљив на промене у микроокружењу, односно промене 

у овом делу спектра указују на промене у конформацији протеина. Промене у области 

првог максимума апсорпције (200 – 240 nm) приписују се измењеној секундарној 

структури протеина (241). На основу снимљених спектара може се закључити да нема 

хипсохромног или батохромног померања апсорпционих пикова на 280 nm, али 

хиперхромно померање максимума апсорпције на 280 nm указује на структурне промене 

протеина, које су резултат нековалентних интеракција комплекса С5 – С8 и молекула 

BSA (Графикон 6) (242). Слично комплексима С1 – С4, ове интеракције могу бити 

последица настанка водоничних или електростатичких интеракција, односно у овом 

случају електростатичких веза између BSA и тестираних комплекса (175). На основу 

вредности Ка, може се закључити да се комплекси С5 – С8 могу везати за BSA и тако 

транспортовати до ћелије, као и да ова веза може бити раскинута након доласка до циљне 

ћелијe (Табела 10). 

 

Осим значаја за транспорт у системској циркулацији, природа интеракција испитиваних 

комплекса као потенцијалних лекова, са молекулом BSA може бити важна за њихову 

активност у организму. Показано је да слабо везивање лиганда смањује његов 

полуживот, док је снажно везивање могући узрок смањене концентрације слободних 

лиганада у циркулацији (243). Генерално, интеракција комплекса са DNK и 

компонентама крви може утицати на њихову биорасположивост, као и токсичност (244).  

 

5.2. Потенцијал комплекса С1 – С8 за развој антитуморске терапије 

 

Приликом испитивања цитотоксичког ефекта МТТ тестом, излагањем различитих линија 

туморских ћелија испитиваним комплексима у трајању од 48 h, на самом почетку се 

издвојио комплекс С2 који је показао највећу цитотоксичност на ћелијама карцинома 

плућа миша (LLC1) (IC50 = 56.3±10.8 μМ) и ћелијама мишјег карцинома дојке (4Т1) (IC50 

= 146.5 ± 75 μМ), док су и комплекс С1 (IC50 = 16.3 ± 18.8 μМ) и комплекс С2 (IC50 = 15.9 

± 0.8 μМ) показали дозно-зависан цитотоксички ефекат сличан цисплатини (IC50 = 

12.0±1.5 μМ) на ћелијама хуманог карцинома дојке MDA-MB 468 (Графикон 11, Табела 

11).  

 

Након 72 h, комплекс С2 је показао изразит цитоксички ефекат зависан од дозе на 4Т1 

ћелијама (IC50 = 51.1 ± 22.4 μМ), а оба комплекса, и С1 и С2, на ћелијама хуманог 

карцинома дојке, MDA-MB 468 (IC50 = 3.0±1.3 односно 4.0±2.1μМ) и ћелијама мишјег 

карцинома плућа, LLC1 и то С1 са IC50 = 53.2 ± 2.4 μМ, а С2 са IC50 = 30.2 ± 21.6 μМ 

(Графикон 12, Табела 12). Са друге стране, највеће преузимање у туморске ћелије је 

детектовано за комплекс С4, што је обрнуто пропорционално растворљивости комплекса 

(Графикон 13, Табела 13).  

 

У претходним истраживањима је синтетисано и испитано неколико динуклеарних 

комплекса Pt(II) који су по својој структури били слични комплексима С1 – С4, са истим 

хелатним диаминским лигандима, али са пиразином као мостним лигандом (217, 220). 



85 

 

Комплекси са пиразином, који су били аналогни комплексима С1, С2 и С3 су показали 

дозно-зависан цитотоксички ефекат на ћелијским линијама меланома (А375) и 

карцинома колона (HCT116). У овој студији, снажан цитотоксички ефекат након 72 h 

експозиције на ћелијама А375, сличан цисплатини, је показао комплекс са 1,3-

пропилендиамином и пиразином као мостним лигандом (IC50 = 3 ± 0.1 μМ) (220), за 

разлику од С3 комплекса са истим хелатним лигандом и пиридазином, који је на ове 

ћелије цитотоксички деловао само у највишим концентрацијама (IC50 > 500 μМ) (Табела 

12). Комплекс са 1,3-пропилендиамином и пиразином је такође показао снажан 

цитотоксички ефекат и на ћелијама карцинома колона миша СТ26 (IC50 = 30.0±0.5 μМ) 

(217), за разлику од комплекса С3, чији је цитотоксички ефекат генерално био много 

слабији (Табела 12). Јасно је да оваква разлика у активности може потицати и од разлике 

у структури мостних лиганда, што је потврђено компарацијом комплекса са 

етилендиамином и пиразином, односно пиридазином. Овај ефекат је објашњен краћом 

дистанцом између два молекула Pt(II) у комплексу са пиридазином, која највероватније 

утиче на његову способност везивања за DNK (220). Очекивало би се да разлика у 

цитотоксичности постоји за све диаминске комплексе са оваквим мостним лигандима, то 

јест да су комплекси са пиразином ефикаснији, међутим, показано је да активност неких 

комплекса зависи и од врсте туморских ћелија. На пример, комплекс С2 је показао бољи 

цитотоксички ефекат на MDA-MB 468 ћелијама (IC50 = 4.0±2.1 μМ) од идентичног 

комплекса са пиразином, на ћелијама А 375 и HCT116 (IC50 = 120 ±3 μМ и 45 ± 1 μМ). 

Као и комплекси С1 – С4, ни ови комплекси нису показали селективност за туморске 

ћелије у односу на ћелијску линију хуманих фибробласта MRC-5, али су били мање 

токсични од цисплатине (220). Ови подаци су показали да је цитотоксички ефекат 

динуклеарних комплекса Pt(II) са диаминским и диазинским лигандима варијабилан и да 

зависи од врсте лиганда и линије туморских ћелија.  

 

Значајна осетљивост ћелијских линија карцинома дојке на комплексе Pt(II) са 

различитим лигандима, слично ефекту комплекса С1 и С2 на ћелијским линијама MDA-

MB 468 и 4Т1, је показана у још неколико студија. На пример, комплекси Pt(II) са 

беренилом и лигандима као што су пиперидин, 4-пиколин, 3-пиколин и изопропиламин 

су показали снажан цитотоксички ефекат на ћелијским линијама карцинома дојке MDA-

MB 231 и MCF-7 (245). Такође, слично дејство на ћелијске линије MDA-MB 231 и 4T1 

су имали динуклеарни комплекси са етилендиамином и 1,7 фенантролином (213), док је 

комплекс са 2,2–диметил-малонском киселином цитотоксички ефекат показао на 

неколико ћелијских линија, укључујући и 4Т1 ћелије (246).  

 

Испитивани комплекси нису показали значајну селективност према туморским у односу 

на нетуморске ћелије, али су били мање токсични од циплатине. Комплекси C1 и C2 су 

показали највећу токсичност, али такође и одређену селективност према хуманим 

ћелијама карцинома дојке МDА-МB 468 и LLC1 ћелијама карцинома плућа миша, након 

72 h третмана (Графикон 12Г, Табела 12). 

  

С обзиром на сличне биохемијске карактеристике, a мању токсичност комплекса Pd(II) у 

поређењу са комплексима Pt(II), испитивање њихове биолошке активности и 

потенцијалне примене у терапији је интензивно. На основу добијених резултата, 

комплекси С5 и С6 нису показали значајну цитотоксичку активност на испитиваним 

туморским ћелијским линијама, након третмана у трајању од 72 h. На туморским 

линијама мишјег порекла, слаб цитотоксички ефекат је показао комплекс С7, на 

ћелијским линијама меланома (B16-F10) и карцинома плућа (LLC1) и то у високим 
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дозама, >125µM (Графикон 14, Табела 14). Ћелијске линије хуманог порекла су биле 

осетљивије на дејство комплекса С5 – С8 па је тако комплекс С8 показао значајан дозно-

зависан цитотоксички ефекат на ћелијама карцинома плућа (A549) (IC50 = 38.1±13.8) али 

и хуманог меланома (А375) (IC50 < 7.8 µM), где је цитотоксички ефекат кореспондирао 

са ефектом цисплатине (IC50 < 7.8 μМ) (Графикон 14, Табела 14). Такође, комплекси С7 

и С8 су испољили сличан дозно-зависан цитотоксички ефекат на ћелијама хуманог 

карцинома дојке (МDА-МB 468) (IC50 = 99.2±58.5 односно IC50 = 90.6±29.0) (Графикон 

14, Табела 14). Другим речима, чини се да је туморицидни потенцијал комплекса С5 – 

С8 је био варијабилан, у зависности од врсте лиганда али и да је њихова потенцијална 

токсичност ипак мања од цисплатине (Графикон 14Г, Табела 14). 

 

Резултати испитивања цитотоксичности комплекса С5 – С8 су били слични ефекту 

раније синтетисаних динуклеарних комплекса Pd са етиледиамином, који су имали 

мостни бензо-диазински лиганд, квиноксалин, квиназолин или фталазин (214). Према 

овом истраживању, испитивани комплекси су највећи цитотоксички ефекат показали на 

ћелијама хуманог карцинома плућа (A549) и мишјег карцинома плућа (LLC1), док су на 

различитим ћелијским линијама карцинома колона (SW480, CT26 и HCT116) показали 

цитотоксичку активност само у концентрацијама већим од 125 µM (214). Претпоставку 

да антитуморска активност комплекса Pd зависи од врсте лиганда су потврдиле и друге 

студије у којима су синтетисани координациони комплекси Pd који су имали много бољи 

цитотоксички ефекат од С5 – С8. На пример, изгледа да су комплекси Pd са различитим 

дериватима тиосемикарбазона ефикаснији од С5 – С8 комплекса, што је потврдило 

неколико студија у којима је показан значајан цитотоксички потенцијал ових једињења 

на различитим туморским ћелијским линијама (247-249).  

 

5.3. Потенцијал комплекса С1 – С8 за развој антимикробнe терапије 

 

Pезистенција микроорганизама на антимикробне лекове добија глобалне размере, а све 

већи број микроорганизама постаје мултирезистентан, због чега је последњих деценија 

поред профилаксе и спречавања ширења мултирезистентних сојева, актуелно 

истраживање нових антимикробних лекова (250). Поред тога што посредују у 

различитим хемијским реакцијама унутар микроорганизама, јони метала испољавају свој 

антимикробни потенцијал тако што утичу на дисфунцију протеина и губитак активности 

ензима, продукцију и ослобађање реактивних кисеоничних једињења и слободних 

радикала, оштећење ћелијске мембране микроорганизма и поремећај транспорта 

електрона (251). Јони метала, наночестице и комплекси метала који показују 

антимикробно дејство, познати и као „металоантибиотици“, представљају велику и 

недовољно истражену групу потенцијалних кандидата за развој нових антибиотика 

(252). У овој студији је испитана антимикробна активност комплекса С1 – С8 на 

различитим сојевима Gram-позитивних и Gram-негативних бактерија, као и квасницама.  

 

Анализа добијених резултата антимикробне активности комплекса С1 – С4 је показала 

да су најосетљивије на сва четири комплекса биле Gram-позитивне бактерије, 

Rhodococcus equi и Streptococcus pneumoniae, са вредностима MIC од 7.81 до 31.25 µg/ml 

(Табела 16). Такође, значајан антимикробни ефекат С2, С3 и С4 комплекси су показали 

на сојевима Staphylococcus saprophyticus (MIC и MBC = 15.63 μg/ml). Велика разлика у 

вредностима између MIC (7.81 μg/ml до 125 μg/ml) и MBC (>250 μg/ml) за Listeria 

monocytogenes и Еnterococcus faecalis указује на то да комплекси на ове бактерије не 

делују бактерицидно већ пре свега бактериостатски (253). Слабију антимикробну 
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активност комплекси С1 – С4 су показали према неким сојевима Gram-позитивних 

бактерија као што су Staphylococcus aureus, Bacillus cereus и Bacillus subtilis, али и Gram-

негативних бактерија, Escherichia coli и Proteus mirabilis (MIC/MBC од 500 до 1000 

µg/ml). Када је реч о антифунгалној активности, комплекси С1 – С3 су показали значајну 

фунгицидну активност према врсти Candida albicans (MIC/MBC од 15.63 до 62.5 µg/ml) 

(Табела 16). Варијабилан антибактеријски и антифунгални ефекат различитих комплекса 

Pt, а који је зависио од врсте микроорганизма, показале су и друге студије.  

 

Сличан ефекат на Streptococcus pneumoniae су показали комплекси Pt са тиоуреом, са 

MIC вредностима од 3.9 µg/ml, међутим, њихов ефекат на Staphylococcus aureus и 

Escherichia coli је био много бољи него ефекат комплекса С1 – С4 (MIC = 15.63 µg/ml), 

док су на Candida albicans деловали слично као комплекси С1 и С2 (254). Комплекси Pt 

са 3-аминоциклохексанеспиро-5-хидантоином су слично комплексима С1 – С4 показали 

слабу антибактеријску активност на Staphylococcus aureus и Gram-негативне бактерије, 

Escherichia coli, Proteus mirabilis и Klebsiella pneumoniae, али су на Candida albicans и 

Saccharomyces cerevisiae деловали много слабије од комплекса С1, С2 и С3, са MIC 

вредностима већим од 800 µg/ml (255). Ajibade и Idemudia су, испитујући антимикробну 

активност комплекса Pd(II) и Pt(II) са триметопримом и пириметамином против 

различитих врста микроорганизама, закључили да комплекси оба метала имају 

варијабилну и умерену антимикробну активност (256). Из свега наведеног чини се да се 

ниједан тестирани комплекс Pt(II) не издваја по својој антимикробној активности, 

односно, она није последица модификација хемијске структуре једињења. Са друге 

стране, тестирани комплекси Pt(II) су показали варијабилну антимикробну активност 

која је зависила од врсте тестираног микроорганизма.  

 

Комплекси С5 – С8 су такође показали варијабилну антимикробну активност, која се 

разликовала од врсте тестираног микроорганизма, али и хемијске структуре комплекса. 

Генерално гледано, најзначајнију антимикробну активност против свих испитиваних 

бактеријских врста и квасница је показао комплекс С8, са феназином као лигандом, са 

MIC/MBC = 15.63 - 250 µg/ml (изузев Proteus mirabilis за који је MIC/MBC био 500 

µg/ml). Најосетљивија бактерија на сва четири комплекса је била Rhodococcus equi (MIC 

< 15.63 µg/ml), а на С6, С7 и С8, Listeria monocytogenes и Staphylococcus saprophyticus 

(MIC/MBC од 15.63 до 62.5 µg/ml). Ефикасност комплекса С8 вероватно потиче од самог 

феназина, јер је од раније познато да су деривати самог феназина познати као ефикасни 

антимикробни агенси, делујући пре свега на разарање структуре биофилма (257). У 

досадашњим истраживањима, неки комплекси Pd(II) су имали сличну, а неки потпуно 

различиту антимикробну активност у односу комплексе С5 – С8. На пример, 

мононуклеарни комплекси Pd(II) са терпиридином су показали интензивнију 

антимикробну активност у односу на С5 – С8 комплексе, са мањим вредностима MIC 

према бактеријама Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis и Escherichia coli (7.81 – 62.5 

µg/ml), док су на квасницу Candida albicans деловали слично комплексу С8 (Табела 17) 

(258). Escherichia coli, Bacillus subtilis и Saccharomyces cerevisiae су били осетљивији на 

комплексе С5, С7 и С8 (МIC и MBC, односно MFC су били испод 250 µg/ml) у односу на 

динуклеарне комплексе Pd(II) са пиперазинским дериватима, чији је MIC био око 325 

µg/ml (259). Такође, комплекси Pd(II) са тиосалисицилном киселином (165) и са ди-алкил 

естрима (260) су имали слабији ефекат на Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus 

mirabilis и Candida albicans у односу на комплекс С8.  
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Из наведених истраживања је јасно да антимикробна активност комплекса Pd(II) зависи 

од врсте лиганда. Новосинтетисани комплекси са диазинским лигандима поседују 

ограничен антимикробни потенцијал који би се могао побољшати накнадним хемијским 

модификацијама. 

 

5.4. Потенцијални молекулски механизми антитуморске активности комплекса С2  

 

На основу резултата добијених тестовима цитотоксичности in vitro, може се закључити 

да је међу испитиваним комплексима, динуклеарни комплекс Pt(II), означен као C2, 

показао најзначајнији дозно и временски зависан цитотоксички ефекат, и то на 4T1 

ћелијама мишјег и MDA-MB 468 ћелијама хуманог карцинома дојке. Познато је да се 

антитуморска активност новосинтетисаних и модификованих комплекса Pt заснива на 

различитим механизмима дејства, укључујући проапоптотски и антипролиферативни 

ефекат (104, 212-217). Наредни циљ студије био је да се испитају потенцијални 

механизми антитуморске активности комплекса С2, односно да се анализира његов 

ефекат на механизме ћелијске смрти и пролиферацију ћелија карцинома дојке. 

  

Дисрегулација апоптозе је један од критичних догађаја у малигној трансформацији 

ћелије и представља важну мету у развоју антитуморске терапије (261). Осим тога, 

механизам дејства цисплатине, као широко примењиваног хемиотерапеутика, у основи 

се заснива на оштећењу DNK и следственом покретању апопототског програма (262). 

Након излагања 4T1 и MDA-MB 468 ћелија у трајању од 12 h, детектован је значајан 

дозно-зависан проапоптотски ефекат комплекса C2, који се огледао у повећаном 

проценту пре свега раноапоптотичних (Annexin V+PI-) ћелија у поређењу са 

нетретираним ћелијама (Слика 14, Слика 15). Овај ефекат је, иако нешто слабији, био 

аналоган очекиваном ефекту цисплатине (Слика 14, Слика 15). Примери претходно 

описаних комплекса Pt са значајним проапоптотским дејством нарочито на ћелије 

карцинома дојке су бројни, попут динуклеарног комплекса са 1,7 фенантролином (213), 

или мононуклеарног комплекса Pt(II) са лигандом 6,6′-bis (NH-benzimidazol-2-yl)-2,2′-

bipyridine-ом (263). Осим тога, ћелијска смрт индукована цисплатином не одговара увек 

класичној апоптози, већ у зависности од дозе и ћелијског статуса то може бити 

дисрегулисан апоптотски програм, или чак некроза (264). Иако је реч о два морфолошки 

и биохемијски потпуно различита облика смрти ћелије, механизми апоптозе и некрозе 

могу бити паралелно покренути у истом ткиву или култури ћелија (264). У складу са тим, 

након третирања ћелија комплексом С2, уочен је мали проценат некротичних 4Т1, али 

не и MDA-MB 468 ћелија, што је одговарало ефекту цисплатине (Слика 14 и Слика 15).  

 

Сходно покретању апоптозе у туморским ћелијама, добро је документовано да 

комплекси Pt, укључујући цисплатину, утичу на заустављање ћелијског циклуса и 

следствену инхибицију пролиферације туморских ћелија. Тако на пример, динуклеарни 

комплекс са NH3 групама као лигандима, као и комплекс [{Pt(2,2-diMe-1,3-pd)Cl}2(μ-

pz)]2+, индукују застој ћелијског циклуса CT26 ћелија мишјег карцинома колона у G2/M 

фази (217). Сличан ефекат на заустављање ћелијског циклуса у G2/M фази показао је и 

динуклеарни комплекс Pt(II) са 1,7 фенантролином као мостним лигандом, на линијама 

ћелија хуманог и мишјег карцинома дојке, MDA-MB 231 и 4T1 (213). Анализа ефекта 

комплекса С2 на ћелијски циклус 4Т1 и MDA-MB 468 ћелија након експозиције у 

трајању од 12 h и дози од 30 µМ, је показала да испитивани комплекс, слично 

цисплатини, индукује акумулацију ћелија карцинома дојке у суб-G1 фази (Графикон 15). 

Детекција ћелија у суб-G1 фази методом проточне цитометрије указује на њихов 
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апоптотични фенотип који карактерише смањен садржај DNK што је последица 

фрагментације и ослобађања DNK из ћелије, као и морфолошких променa које укључују 

кондензацију једра (265). Добијени резултати су у складу са подацима из литературе који 

су документовали ефекат малих доза цисплатине на акумулацију ћелија хумане 

промијелоцитне леукемије, HL-60, у суб-G1 фази, што указује на њихову апоптозу и 

потенцијално некрозу (266). Проапоптотски ефекат комплекса С2 додатно је 

документован детекцијом повећања експресије iRNK за синтезу каспазе 3 у 4Т1 ћелијама 

(Графикон 16А).  

 

Активирана каспаза 3 је главни ефекторски молекул програмиране ћелијске смрти 

укључен у протеолитичку разградњу различитих супстрата у ћелији, што за последицу 

има морфолошке промене типичне за апоптозу (267). Апоптоза ћелије може бити 

покренута у одговору на сигнале из екстраћелијског простора или различитим 

догађајима унутар саме ћелије. Индукција унутрашњег или митохондријског пута 

апоптотског програма може бити последица деловања бројних стимулуса, укључујући 

примену хемиотерапије или радиотерапије у лечењу тумора (267). Након ослобађања из 

митохондрија, цитохром с, заједно са каспазом 9, учествује у формирању протеинског 

комплекса унутрашњег пута апоптозе који се назива апоптозом. Апоптозом учествује у 

следственој активацији ефекторске каспазе 3 (267). Ефекат комплекса С2 на повећање 

експресије iRNK за каспазу 9, сугерише да испитивани комплекс индукује апоптозу 

унутрашњим путем (Графикон 16Б). Добијени резултати су у складу са претходно 

описаним ефектом цисплатине на покретање унутрашњег пута апоптотског програма 

(268). 

 

Поред некрозе и апоптозе, један од алтернативних начина ћелијске смрти је некроптоза, 

која представља облик програмиране некрозе. Главни молекули који учествују у 

регулацији некроптозе су протеин киназе RIPK 1 и RIPK 3 (269, 270). Један од најчешћих 

индуктора некроптозе је TNF који се везује за свој рецептор на површини ћелијске 

мембране, TNFR1, при чему се на унутрашњој површини ћелијске мембране формира 

иницијални комплекс у чији састав улази и RIPK 1. Уколико се каспазе активирају у 

ћелији, она умире процесом апоптозе. Међутим, уколико је активност киназа блокирана, 

ћелија потенцијално умире процесом некроптозе. RIPK 1 активира RIPK 3 и тако настаје 

комплекс назван некрозом, који следствено индукује фосфорилацију протеина MLKL, 

његову олигомеризацију и следствену дестабилизацију мембране ћелије (269-271). 

Експресија iRNK за RIPK1 киназу је била повећана у 4Т1 ћелијама након третмана 

цисплатином или комплексом C2 (Графикон 16В), па се може претпоставити да 

испитивани комплекс потенцијално може индуковати некроптозу као алтернативни 

начин ћелијске смрти (272). У студији сличног дизајна показано је да комплекс Pt(II), 

trans-[PtCl2(2-hepy)2] [2-hepy=2-(2-hydroxyethyl) pyridine] индукује апотозу, али 

истовремено и некроптозу туморских матичних ћелија, што је документовано повећаном 

експресијом гена за MLKL протеине (273).  

 

Потенцијални антипролиферативна активност комплекса С2 испитана је на 4Т1 ћелијама 

мишјег карцинома дојке анализом ефекта на експресију молекула укључених у 

регулацију ћелијског циклуса. Циклин D3 и циклин Е представљају кључне регулаторе 

деобе ћелије, а означени су и као важни прогностички маркери за прогресију карцинома 

дојке (274, 275) Ћелије којима недостају циклини D су отпорне на већину онкогених 

стимуланса, што указује на потенцијално важну улогу ових молекула у настанку и 

прогресији тумора (276). Осим тога, показано је да циклин Е представља потенцијалну 
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терапијску мету, чија би инхибиција могла да спречи појаву резистенције на 

хемиотерапију различитих тумора (277). Слично цисплатини, комплекс С2 је значајно 

смањио експресију iRNK за синтезу циклина D3, као и проценат 4Т1 ћелија које 

експримирају циклин Е у поређењу са нетретираним ћелијама (Графикон 17А, 17Б). У 

складу са овим резултатима, студија сличног дизајна је документовала да комплекс 

Pt(IV) са алкил дериватима тиосалицилне киселине, PtCl2(S-pr-thiosal)2, испољава 

антипролиферативни ефекат на BCL1 (енгл. mouse B cell leukemia lymphoma) ћелијама, 

што се између осталог огледа у смањењу експресије циклина D3 и циклина Е (278).  

 

У складу са смањењем експресије циклина D3 и циклина Е је и ефекат комплекса С2 на 

повећање експресије iRNK за синтезу инхибитора p27 (Графикон 17В). Молекул p27 је 

важан инхибитор ћелијског циклуса, експримиран и у нормалним и у туморским 

ћелијама, који регулише G1 фазу ћелијског циклуса везујући се за комплекс циклин Е-

Cdk2 и инхибирајући на тај начин активност киназе (279). У истраживању Zhao и 

сарадника је показано да промена локализације инхибитора p27 из једра у цитоплазму, 

може бити узрок резистенције ћелија карцинома дојке на циљану анти-HER2 терапију 

(280). Поред тога, познато је да повећана експресија p27 утиче на активацију апоптотског 

програма туморских ћелија, укључујући ћелије карцинома дојке (281), што је у складу са 

ефектом комплекса C2 на индукцију апоптозе 4Т1 ћелија.  

 

Транскрипциони фактор c-Мyc представља један од кључних молекула укључених у 

регулацију пролиферације, диференцијације и смрти ћелије. Аберантна експресија c-Мyc 

је детектована у многим тумора, а испитивања антитуморског ефекта инхибитора c-Мyc 

веома актуелна. Тако је у недавној претклиничкој студији документован 

антипролиферативни и проапоптотски ефекат новог инхибитора c-Мyc, MYCi975, на 

TNBC ћелијама нарочито у комбинацији са доцетакселом или доксорубицином (282). c-

Мyc стимулише пролиферацију ћелије директно активирајући комплексе циклина и 

Cdks, али и фосфорилацијом и следственом деградацијом инхибитора ћелијског циклуса, 

као што је p27 (283). Стога се може рећи да је антипролиферативна и проапоптотска 

активност комплекса С2 одговарала ефекту испитиваног комплекса на смањење 

експресије iRNK за c-Мyc, што је даље у складу са ефектима на смањење експресије 

циклина D3 и циклина Е, односно повећање експресије инхибитора р27 (Графикон 17).  

 

Важна компонента сигналног пута PI3K/AKT који регулише есенцијалне процесе раста, 

деобе и смрти ћелије је протеин киназа AKT. Сходно томе, киназа AKT је актуелна мета 

за развој терапије различитих тумора, укључујући карцином дојке (284, 285). Тако је на 

пример, истовремена примена инхибитора киназе АКТ, капивасертиба и паклитаксела у 

претклиничкој студији показала значајну антитуморску активност према ТNBC (285). 

Комплекс С2 је, слично цисплатини, значајно смањио проценат 4Т1 ћелија које 

експримирају фосфорилисани и активирани облик протеин киназе AKT, рAKT, што даље 

говори у прилог антипролиферативном ефекту испитиваног комплекса (Графикон 18). 

Такође је показано је да сигнални пут PI3K/AKT делује на пролиферацију ћелија 

повећањем експресије c-Myc, као и ефектима на циклине, Cdks и инхибиторе Cdks (286, 

287). Комплекс С2 редукује проценат pAKT позитивних 4Т1 ћелија, што би могло да 

претходи смањењу експресије c-Myc, циклина D3 и циклина Е, као и повећању 

експресије инхибитора p27 (Графикон 18). Додатно, сигнални пут PI3K/AKT игра 

кључну улогу у преживљавању ћелије, односно блокирању апоптозе, што између осталог 

укључује инхибицију каспазе 9 и каспазе 3 (288, 289). На основу тога, смањена 

експресија pAKT у 4Т1 ћелијама након излагања комплексу С2 може бити одговорна за 
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проапоптотску активност документовану повећањем експресије iRNK за каспазу 9 и 

каспазу 3 (Графикон 17 и Графикон 18). На основу свих ових резултата, чини се да је 

кључни ефекат комплекса С2 на ћелије карцинома дојке проапоптотски.  

 

5.5. Ефекат комплекса С2 на прогресију мишјег карцинома дојке 

 

С обзиром на значајну антитуморску активност комплекса С2 детектовану тестовима in 

vitro, даље је испитана његова активност на прогресију мишјег карцинома дојке и 

преживљавање мишева. Након инокулације 4Т1 ћелија и појаве палпабилног тумора, 

мишеви су третирани комплексом С2 или цисплатином сваког другог дана у укупно 8 

доза. За разлику од очекиваног ефекта цисплатине на инхибицију прогресије тумора и 

преживљавање мишева, комплекс С2 није утицао на раст тумора ни у једној од 

тестираних концентрација, што је било у супротности са значајним цитотоксичким 

ефектом испитиваног комплекса in vitro (Графикон 19А). Осим смањеног морталитета 

који је детектован 18-тог дана експеримента код мишева третираних мањом дозом 

комплекса С2, такође се уочава и то да испитивани комплекс није значајно утицао на 

преживљавање мишева са тумором (Графикон 19Б). Из добијених података се може 

закључити да је очекивани антитуморски ефекат in vivo изостао.  

 

Претпоставља се да постоји више разлога којима се може објаснити неслагање између in 

vitro и in vivo антитуморске ефикасности комплекса С2. Најпре, вредност Ка за комплекс 

С2 указује да се овај комплекс најслабије од свих тестираних комплекса везује за 

молекул BSA. Слабе, углавном електростатичке везе које комплекс С2 формира са 

транспортним протеином, као и везивање за нетранспортно место, су потенцијани узроци 

отежаног транспорта кроз крвоток и смањеног допремања до туморских ћелија. Друге 

студије су показале да недостатак антитуморске активности комплекса метала може бити 

последица интеракција са албумином серума (290). Поред тога, инактивација комплекса 

Pt(II) in vivo може бити последица њихове деградације у биолошки неактивна једињења 

уз помоћ глутатиона или другим још увек недовољно испитаним метаболичким 

путевима (291, 292). 

 

Генерално, резултати ове студије су указали на значајан потенцијал динуклеарних 

комплекса Pt(II) са пиридазином као мостним лигандом и динуклеарних комплекса Pd(II) 

са ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима за развој антитуморске и 

потенцијално антимикробне терапије, као и потребу за даљим хемијским 

модификацијама у циљу побољшања њихове биолошке активности, нарочито ефеката in 

vivo. 
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6. ЗАКЉУЧЦИ 

 

У оквиру овог научног истраживања синтетисани су динуклеарни комплекси Pt(II) са 

пиридазином као мостним лигандом (С1 – C4) и динуклеарни комплекси Pd(II) са 

ароматичним N-хетероцикличним мостним лигандима (C5 – C8), анализиране су њихове 

структурне особине, и испитани механизми интеракције са биомолекулима као што су 

DNA, BSA и НSA. Испитивање антитуморске активности тестираних комплекса, а 

нарочито комплекса Pt(II), на различитим туморским ћелијама мишјег и хуманог 

порекла, указало је на значајан туморицидни потенцијал, као и потенцијално мању 

токсичност у поређењу са цисплатином као конвенционалним хемиотерапеутиком. Осим 

тога, испитивани комплекси су показали умерен антибактеријски и антигљивични 

ефекат у зависности од врсте микроорганизма, али и њихове хемијске структуре. 

 

Комплекс [{Pt(ibn)Cl}2(-pydz)]Cl2, означен као С2, показао је највећу дозно и временски 

зависну цитотоксичку активност in vitro, нарочито на ћелијама мишјег и хуманог 

карцинома дојке. С2 је доминантно индуковао апоптозу ћелија карцинома дојке. Утицај 

С2 на експресију различитих молекула укључених у регулацију ћелијског циклуса и 

смрти ћелија карцинома дојке, указао је на антипролиферативни ефекат испитиваног 

комплекса. Насупрот томе, ефекат С2 на раст мишјег карцинома дојке in vivo је изостао, 

што се потенцијално може објаснити слабим везивањем испитиваног комплекса за 

нетранспортно место протеина и његовим ограниченим допремањем у туморско ткиво 

(Слика 16). 

 

Слика 16. Динуклеарни комплекс [{Pt(ibn)Cl}2(-pydz)]Cl2, означен као С2, показује 

антитуморску активност тако што индукује апоптозу и смањује пролиферацију ћелија 

мишјег карцинома дојке in vitro. Комплекс С2 покреће унутрашњи пут апоптозе 4Т1 

ћелија што је документовано повећањем експресије каспазе 9 и каспазе 3. Истовремено, 

комплекс С2 остварује антипролиферативни ефекат тако што смањује експресију 

Aпоптоза

Каспаза 9

Каспаза 3

Раст тумора

Циклин D3

Циклин E

Ћелијски 

циклус
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регулатора ћелијског циклуса циклина Е и циклина D3, док повећава експресију 

инхибитора р27. Коначно, комплекс С2 показује проапоптотски и антипролиферативни 

ефекат тако што смањује експресију pAKT и следствено с-Myc онкогена, укључених у 

регулацију пролиферације и смрти ћелија. Међутим, инхибиторни ефекат С2 на раст 

тумора in vivo је изостао. 

 

Закључак је изведен на основу следећих резултата истраживања: 

 

 Структура и стабилност синтетисаних динуклеарних комплекса Pt(II) и Pd(II) 

потврђена је помоћу неколико метода 

 Динуклеарни комплекси Pt(II)  нису добри интеркалатори и остварују слабе 

интеракције са биомолекулима попут DNK, BSA и HSA, које доминантно одговарају 

електростатичким везама. У поређењу са другим испитиваним комплексима Pt(II), а 

насупрот израженој цитотоксичности, С2 формира најслабије везе са биомолекулима 

 Динуклеарни комплекси Pd(II) се потенцијално везују за DNK путем интеркалације, 

док са BSA доминантно остварују електростатичке везе. Међу испитиваним 

комплексима Pd(II), комплекс С8 формира најјаче везе са молекулом DNK, док се 

комплекс С6 најинтензивније везује за молекул BSA 

 Међу испитиваним комплексима Pt(II), комплекс С2 испољава значајан дозно и 

временски зависан цитотоксички ефекат на ћелијама мишјих карцинома дојке (4T1) 

и плућа (LLC1). Комплекси С1 и С2 показују значајну туморицидну активност на 

MDA-MB 468 ћелијама хуманог карцинома дојке, уз потенцијално мању токсичност 

у поређењу са цисплатином 

 Међу испитиваним динуклеарним комплексима Pd(II), комплекси С7 и С8 

испољавају већу туморицидну активност, нарочито на линијама ћелија хуманог 

карцинома дојке (MDA-MB 468), као и меланома (А375), уз потенцијално мању 

токсичност у поређењу са цисплатином. Изражена туморицидна активност 

комплекса С8 показана је на ћелијама хуманог аденокарцинома плућа (А549) и 

посебно ћелијама А375 хуманог меланома где је кореспондирала са ефектом 

цисплатине 

 Динуклеарни комплекси Pt(II) показују слабу до умерену антимикробну активност у 

зависности од врсте микроорганизма. Испитивани комплекси су показали умерен 

антибактеријски ефекат на неколико врста Gram-позитивних бактерија, а нарочито 

на Rhodococcus equi и Streptococcus pneumoniae, док су комплекси C1, C2 и C3 

показали антигљивични ефекат на квасницу Candida albicans 

 Динуклеарни комплекси Pd(II) показују слаб до умерен антимикробни ефекат који 

зависи од врсте микроорганизма, али и од хемијске структуре тестираних комплекса, 

с обзиром да комплекс С8 показује највећи антимикробни потенцијал. Сви 

испитивани комплекси су цитотоксични за Gram-позитивну бактерију Rhodococcus 

equi, док су С6, С7 и С8 показали антибактеријско дејство на врстама Listeria 

monocytogenes и Staphylococcus saprophyticus. Комплекс С7 и посебно комплекс С8 

су показали значајну антифунгалну активност против квасницe Candida albicans  

 Комплекс С2 индукује унутрашњи пут апоптозе ћелија карцинома дојке што је 

документовано повећаним процентом раноапоптотичних ћелија, као и повећаном 

експресијом каспазе 3 и каспазе 9 у третираним туморским ћелијама 

 Комплекс С2 подстиче акумулацију ћелија карцинома дојке у суб-G1 фази ћелијског 

циклуса што указује на апоптозу туморских ћелија 

 Комплекс С2 инхибира пролиферацију ћелија мишјег карцинома дојке тако што 

утиче на експресију регулатора ћелијског циклуса, односно смањује експресију 



94 

 

циклина D3 и циклина Е, а повећава експресију инхибитора циклин зависних киназа 

р27 

 Комплекс С2 смањује експресију онкогена с-Myc и рAKT, укључених у регулацију 

пролиферације и смрти туморских ћелија 

 Комплекс С2 не утиче на смањење раста мишјег карцинома дојке што може бити 

последица слабог везивања комплекса за нетранспортно место протеина, отежаног 

транспорта кроз крвоток и следствено лимитираног допремања у туморско ткиво 
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Cdks Cyclin-dependent kinases 

cfu colony forming units 

CKIs  Cyclin-dependent Kinase Inhibitors 
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CTLA-4 Cytotoxic T Lymphocyte-Associated protein 4  

CTR Сooper Transporter 

DBS Drug Binding Site 

DMEM Dulbecco`s Modified Eagles Medium 

DMF Dimethylformamide 

D2O Deuterium Oxide 

EtBr 3,8-diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridium bromide, Ethidium Bromide 

EUCAST European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

en еthylenediamine 

FBS Fetal Bovine Serum 

HER-2  Human Еpidermal growth factor Receptor 2 

HSА Human Serum Albumin 

IAP Inhibitor of Apoptosis Protein 

ICP-OES Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy 

iRNK informaciona Ribonukleinska kiselina 

ibn isobutylenediamine 

LDH Lactate Dehydrogenase 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MBC Minimal Bactericidal Concentration 

MCL Mantle Cell Lymphoma 

MFC Minimal Fungicidal Concentration 

MIC Minimal Inhibitory Concentration 

MLKL Мixed Lineage Kinase domain-Like protein 

mTOR mammalian Target of Rapamycin 

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 

OD Optical Density 

PI Propidium Iodide 

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PIP3 Phosphatidylinositol 3-Phosphate 

PD-1 Programmed Cell Death 1 

PD-L1  Programmed Cell Death Ligand 1 

pz pyrazine 

pm pyrimidine 

pydz pyridazine 
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TIL Tumor Infiltrating Lymphocytes 
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TNF Tumor Necrosis Factor 
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qRT-PCR       Quantitative Real-Time Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction  
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