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NaOH - натријум хидроксид 
NaNO3 - натријум нитрат 
Na2HPO4 - натријум хидроген фосфат 
NBT - Nitro Blue Tetrazolium 
NO (Nitric Oxide) - азот моноксид 
NO- - нитроксил анјон 
NO2

- - нитрити 
NOS (Nitric Oxide Synthase) - синтаза азот моноксида  

eNOS - ендотелна синтаза азот моноксида 
iNOS - индуцибилна синтаза азот моноксида 
mtNOS - митохондријална синтаза азот моноксида  
nNOS - неурална синтаза азот моноксида  

NADPH - никотинамид аденин динуклеоти фосфат  
NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) - NF-kappaB  
OH - хидроксил радикал 
ONОО- - пероксинитрит 
1O2 - синглет кисеоник  

O2
.- - супероксид анјон радикал 

O3
. - озон 

PBS - Phosphate Buffer Saline 
PCR (Polymerase Chain Reaction) - ланчана реакција полимеразе 
P-gp - P-гликопротеин 
RNS (Reactive Nitrogen Species) - реактивне врсте азота 
ROS (Reactive Oxygen Species) - реактивне врсте кисеоника  
RO. - алкоксил радикал 
RO2

. -  пероксил радилак 
RT - реверзна транскриптаза 
SAPK/JNK - Stress Activated Protein Kinases/Jun amino-terminal Kinases 
SOD - супероксид дисмутаза 
TNF - Tumor necrosis factors 
TNFR - Tumor Necrosis Factor Receptor 
TNFR1 - Tumor Necrosis Factor Receptor 1 
TRADD - TNFR Asociated Death Domain  
TRAIL - TNF Related Apoptosis Inducing Ligand 
 
 
 



 

 

 

 

ИЗВОД 

Колоректални карцином представља значајан медицински проблем пошто су учесталост 

обољевања и смртност од ове болести у сталном порасту. Супстанце природног порекла које имају 

способност да интерагују са сигналним путевима укљученим у ћелијске функције и модификују 

сигналне путеве током процеса канцерогенезе успоравајући или блокирајући овај процес, поседују 

бројне предности у односу на синтетске. Због тога се јавља све већа потреба ка проналаску 

потенцијалних антитуморских супстанци пореклом из природних извора, као и испитивањима 

ефеката ових супстанци и биљних екстраката на изазивање апоптозе, као једне од водећих 

стратегија у терапији малигних болести.  

Циљеви истраживања докторске дисертације су: испитивање антитуморског потенцијала 

екстраката лековитих биљака флоре Србије, традиционално коришћених у третманима различитих 

дигестивних поремећаја (Teucrium chamaedrys L., Allium flavum L., Gentiana punctata L., Ligustrum 

vulgare L. и Centaurium erythrea Rafn.) на HCT-116 и SW480 ћелијама колоректалног карцинома и 

здравим фибробластима коже; испитивање потенцијалних синергистичких ефеката екстраката 

биљака A. flavum и G. punctata и новосинтетисаног Pd(II) комплекса (Паладијум(II) комплекс са 

лигандом 3-[(2-хидроксибензилиден) амино]-2-тиоксоимидазо лидин-4-он); испитивање 

молекуларних механизама проапоптотске активности изабраних врста биљака у појединачним и 

комбинованим третманима на HCT-116 и SW480 ћелијама, укључујући и механизме редокс 

зависне модулације процеса апоптозе и иРНК експресију гена чији протеински продукти учествују 

у метаболизму антитуморских супстанци и појави резистенције малигних ћелија.  

Екстракти испитиваних врста лековитих биљака делују цитотоксично на ћелијским 

линијама колоректалног карцинома, док на здравим фибробластима коже не показују овакве 

ефекте, што потврђује њихова антитуморска својства. Интензитет цитотоксичности зависи од 

врсте биљке, квантитативног и квалитативног састава фенолних једињења присутних у њима и 

коришћеног растварача у екстракционој процедури. Међу испитиваним врстама екстраката, 

метанолни и ацетонски екстракт показују подједнако добру цитотксичну активност, a 

етилацетатни екстракт најслабију, што је у корелацији са садржајем укупних фенола и флавоноида 

у екстрактима. Цитотоксични ефекти испитиваних врста биљака су последица индуковане 

апоптозе, као доминантно присутног типа ћелијске смрти. Третмани екстрактима биљака изазивају 

повећану експресију Fas рецептора на мембрани и активност каспазе 8 у спољашњем апоптотском 

путу у обе ћелијске линије. Повећана активност каспазе 9 потврђује улогу митохондрија у 



 

 

 

 

апоптози, доминантно у HCT-116 ћелијама у односу на SW480. Третмани биљним екстрактима 

утичу на редокс статус у ћелијама и доводе до редокс зависне модулације процеса апоптозе, као 

могућег узрока проапототског деловања биљака. Резултати испитивања иРНК експресије углавном 

показују инхибиторне ефекте биљних екстраката на иРНК експресију гена (CYP1А1 (цитохром 

P450), GSTP1 (глутатион-S-трансфераза) и MRP2 (Multidrug Resistance-associated Protein 2)). Pd(II) 

комплекс изазива значајну цитотоксичност на ћелијама колоректалног карцинома, али и високе 

проценте некрозе и цитотоксичне ефекте на здравим фибробластима коже. Третмани Pd(II) 

комплеком изазивају највећу активност каспазе 9, што указује на значајну улогу митохондрија у 

процесу апоптозе у HCT-116 ћелијама. У зависности од аплициране дозе индукује двојаке ефекте 

на параметре сигналних путева апоптозе и редокс статуса. Високе концентрације Pd(II) комплекса 

изазивају оксидациони стрес у ћелијама карцинома колона, што је могућ узрок индуковане 

некрозе, док ниске концентрације уводе ћелије у апоптозу. Експресија иРНК испитиваних гена за 

метаболичке ензиме је непромењена или негде повећана, што указује на метаболизам Pd(II) 

комплекса овим ензимима. Комбиновани третмани Pd(II) комплекса и екстраката биљака A. flavum 

и G. punctata смањују токсичност Pd(II) комплекса на здравим ћелијама, а супротно повећавају 

цитотоксичност на малигним ћелијама, при чему долази до међусобних синергистичких ефеката. 

У комбинованим третманима смањује се проценат некрозе у односу на појединачни третман Pd(II) 

комплексом, а повећава цитотоксичност изазвана апоптозом. Експресија иРНК гена чији су 

протеински продукти укључени у метаболизам антитуморских супстанци генерално је смањена у 

комбинованим третманима у односу на појединачне у обе ћелијске линије, што резултира 

повећаном цитотоксичношћу Pd(II) комплекса због његовог слабијег метаболисања и транспорта 

кроз мембрану у присуству биљака које инхибирају експресију ових протеина.  

Обзиром на актуелност теме, резултати докторске дисертације имају велики значај у 

испитивању нових антитуморских супстанци пореклом из природних извора, повећавају значај 

коришћења биљака као извора медикамената, доприносе развоју адекватне терапије и тиме дају 

допринос дисертације како у научном, тако и у практичном смислу. Активне компоненте 

испитиваних врста биљака, са посебним нагласком на биљку A. flavum, неопходно је додатно 

изоловати, тестирати и одредити начин аплицирања приликом терапије у будућим in vitro и in vivo 

експерименталним истраживањима. Обзиром на инхибиторну активност експресије метаболичких 

ензима, неопходно је истаћи могућност комбинованог аплицирања ових биљака или њихових 

пречишћених компоненти са одговарајућим цитостатицима у циљу смањења резистенције 

малигних ћелија, као једног од највећих проблема у терапији тумора.  



 

 

 

 

SUMMARY 

Colorectal cancer represents a major health problem, because the incidence of morbidity and 

mortality of this disease is constantly increasing. Substances from natural origin have the ability to 

interact with and modify signaling pathways involved in the cellular functions during the cancerogenesis, 

postponing or blocking this process and also have a number of advantages compared to synthetic 

compounds. Therefore, there is an emerging need for the investigation of potential anticancer substances 

from natural origin, mainly plant extracts, and studying their effects on the induction of apoptosis, since it 

is one of the major strategies in the cancer therapy.  

The aims of this doctoral dissertation are: investigation of anticancer potential of medicinal plants 

extracts from Serbian flora, traditionally used in treatments of different digestive disorders (Teucrium 

chamaedrys L., Allium flavum L., Gentiana punctata L., Ligustrum vulgare L. and Centaurium erythrea 

Rafn.) on HCT-116 and SW480 colon cancer cell lines and untransformed human skin fibroblasts; 

investigation of potential synergistic effects of A. flavum and G. punctata extracts co-treatment with 

newly synthesized Pd(II) complex (Pd(II) complex with 3-[(2-hydroxy-benzylidene)-amino]-2-thioxo-

imidazolidin-4-one ligand); investigation of molecular mechanism of proapoptotic activity of investigated 

plant extracts in single and co-treatments on HCT-116 and  SW480 cell lines, including mechanism of 

redox-dependant modulation of apoptosis and iRNK expression of genes responsible for anticancer 

substances metabolism and cell resistance on anticancer drugs.  

Extracts of the tested medicinal plants showed cytotoxic activity on colon cancer cell lines, 

whilest exhibited no effects on fibroblasts, which confirmed their anticancer properties. Effectiveness of 

cytotoxic activity depended of plant type, qualitative and quantitative composition of phenolic 

compounds and solvent used in the extraction procedure. Methanol and acetone plant extracts showed 

significant cytotoxic activity, while ethyl acetate extracts showed the lowest activity, which is in 

correlation with phenolic and flavonoid content in the extracts. Cytotoxic effects of the investigated plants 

were the outcome of the induction of apoptosis, as a dominant type of cell death. Plant extracts caused 

increasing of Fas receptor protein expression and activity of caspase 8 in extrinsic apoptotic pathway in 

the both cell lines.  Increased caspase 9 activity confirm significance of mitochondria in apoptosis, more 

intensive in HCT-116 than in SW480 cells. Potential cause of proapoptotic activity of plant extracts could 

be explained by their effects on redox status and redox-dependant modulation of apoptosis. Results, in 

general, showed inhibitory activity on iRNK expression of gene CYP1А1 (Cytohrome P450), GSTP1 

(Gluthation-S-Transferase) and MRP2 (Multidrug Resistance-associated Protein 2). Pd(II) complex 



 

 

 

 

induced significant cytotoxic effects on colon cancer cells, but at the same time induced high percent of 

necrosis and also exhibited cytotoxic effects on skin fibroblasts. Pd(II) complex caused the highest 

caspase 9 activity, sugesting that mitochondria play significant role in apoptosis in HCT-116 cells. 

Depending on the applied concentration, Pd(II) complex induced dual effects on apoptotic signaling 

pathway and parameters of redox status. Higher concentrations of Pd(II) complex induced oxidative stress 

in colon cancer cells, which could be a cause of the induction of necrosis, while lower concentrations 

induced apoptosis. Expression of iRNK of metabolic enzymes was unchanged or increased in some 

treatments, which suggests that Pd(II) complex was metabolized by these enzymes. Co-treatments of 

Pd(II) complex with A. flavum and G. punctata extracts decreased toxicity of Pd(II) complex on 

untransformed human skin fibroblasts and on contrary increased cytotoxicity on cancer cells, exhibiting 

synergistic effects. In co-treatments, percents of necrosis are decreased, compared to single treatments 

with Pd(II) complex, and cytotoxicity induced by apoptosis is increased. Expression of genes involved in 

anticancer drug metabolism, was generally decreased in co-treatment, compared to single treatment on 

both cell lines, which resulted in increased cytotoxicity of Pd(II) complex, because of its decreased 

metabolism and transport through cell membrane in the presence of plant extracts, since they inhibited 

expresion of these enzymes.  

Considering current trends in this research area, results of this doctoral dissertation have great 

impact on investigation of new anticancer substances from natural source, focus on the importance of 

using plants as the source of medicinal drugs, contribute to the development of the appropriate therapy 

and give contribution in both scientific and practical means. There is a need for the isolation of bioactive 

components of the investigated plants, further testing and development of application therapy procedure 

in future in vitro and in vivo experimental investigations, with special focus on A. flavum. With regards to 

inhibitory activity on gene expression of metabolic enzymes, it is necessary to highlight the possibility of 

co-treatments of tested plant extracts or their bioactive compounds with the appropriate 

chemotherapeutic, in order to reduce the resistance of malignant cells, as one of the greatest problems in 

the tumor therapy. 

 



 

 

I  УВОД 

 1. Канцерогенеза 

 Канцерогенеза представљ

нормалне ћелије у туморску долази

у процесима репликације и поправке

генотоксичних и негенотоксичних

геному, од тачкастих мутација

хромозомских реаранжмана, имају

супресор гена или доводе до измена

до поремећаја у контроли нормалног

карактеристичних клонова туморских

(Weinberg, 1989; Katić и сар., 1996; 

Клон ћелија који се независно

или неоплазма. Тумори се према особинама

или бенигне (чији је раст спор и ограничен

и разарања околних ткива), (б) туморе

слични ћелијама малигних тумора али

туморе (разарају ткива у којима расту

сар., 1996). 

 Подела тумора може се направити

кога су настали. Најчешћи су тумори

смртности од свих пацијената оболелих

папиломи, аденоми, цистаденоми

карциноми (аденокарциноми и

мезодермалног порекла и настају

фиброми, неуриноми, остеоми, хондроми

(липосаркоми, фибросаркоми, неуросаркоми

ља вишестепен и комплексан процес, где током трансформације

долази до акумулације мултипних генетских промена Неправилности

репликације и поправке грешака у ДНК молекулу, настале спонтано или

негенотоксичних агенаса, условљавају појаву мутација. Настале

мутација, транслокација, делеција, хипердиплоидија

имају за последицу активацију онкогена, инактивацију

доводе до измена гена који контролишу стабилност генома. На тај

контроли нормалног раста, деобе и диференцијације

туморских ћелија са високим пролиферативним

сар., 1996; Coleman и Tsongalis, 2006).  

се независно размножава и ствара масу нежељеног ткива назива

се према особинама и клиничком току могу поделити на

раст спор и ограничен на ткива у којима је настао и нема способност

ткива б) туморе in situ (углавном се развијају у епителу, морфолошки

тумора, али не пробијају базалну мембрану) и (в) злоћудне

у којима расту и имају способност метастазирања у околн

може се направити и према хистогенези и ембрионалном пореклу

Најчешћи су тумори настали из епителног ткива и одговорни су

пацијената оболелих од тумора. Епителни тумори могу бити бенигни

цистаденоми и папиларни цистаденоми) и малигни који

аденокарциноми и анапластични карциноми). Мезенхимални

и настају из везивних ткива и такође могу бити бенигн

остеоми, хондроми и др.) и малигни, који се називају

фибросаркоми, неуросаркоми, остеосаркоми, хондросаркоми и

 

 

Увод 

1 

током трансформације 

генетских промена. Неправилности 

настале спонтано или деловањем 

Настале промене у 

хипердиплоидија до великих 

онкогена инактивацију тумор 

На тај начин долази 

диференцијације ћелија, раста 

пролиферативним потенцијалом 

нежељеног ткива, назива се тумор 

поделити на: (а) доброћудне 

нема способност ширења 

епителу, морфолошки су 

в злоћудне или малигне 

метастазирања у околна ткива) (Katić и 

ембрионалном пореклу ткива из 

одговорни су за преко 80% 

бити бенигни (полипи, 

малигни који се називају 

Мезенхимални тумори су 

бити бенигни (липоми, 

који се називају саркоми 

хондросаркоми и др.). Тумори 



 

Увод 

 

2 
 

настали на бази поремећаја ембрионалног развоја се називају дизонтогенетски тумори (хамартоми, 

хористоми и тератоми). Четврта и најређа група су неуроендокрини тумори (Katić и сар., 1996).  

 Већина тумора се развија у више фаза, али се због значаја извесних промена развој тумора 

најчешће приказује кроз две фазе: иницијација и промоција. Иницијација представља фазу брзих и 

иреверзибилних првих промена у малигној трансформацији ћелија. Овим променама најчешће 

долази до оштећења генетског материјала у циљаним ћелијама, али је ћелијска популација још 

увек под нормалном контролом механизама раста и деобе. Промоција обухвата многе друге генске 

и молекуларне промене, које узрокују малигну трансформацију и почетак раста тумора (Jurišić и 

Živančević-Simonović, 2002).  

Особине малигних ћелија 

 За настанак малигне трансформације ћелије важни су поремећаји у грађи и функцији гена 

који регулишу пролиферацију ћелије, програмирану ћелијску смрт и поправљање оштећења у 

грађи ДНК молекула, а то су: онкогени, тумор супресор гени, гени који регулишу апоптозу и гени 

на основу којих се синтетишу ензими репаративног система. У геному човека су нормално 

присутни протоонкогени, чији протеински продукти имају важну улогу у регулацији 

пролиферације ћелија. Услед дејства различитих врста канцетогена може доћи до активације, 

односно мутације протоонкогена при чему настају онкогени. Транскрипцијом онкогена долази до 

прекомерне експресије протеина одговорних за раст тако да може доћи до неконтролисаног 

умножавања ћелија. Основна улога тумор супресорних гена је да регулишу ћелијски циклус и 

изврше поправку оштећења на ДНК. Уколико то није могуће, тумор супресор гени уводе ћелију у 

апоптозу. Немогућност ћелија да свој живот окончају процесом апоптозе ремети равнотежу 

између процеса пролиферације и процеса ћелијске смрти и узрокује накупљање ћелија и настанак 

тумора. Системи за репарацију насталих оштећења ДНК су веома прецизни и сложени, они 

проналазе и поправљају оштећења ДНК пре него што она узрокују мутације. Мутације гена 

одговорних за синтезу ензима репарационог система могу довести до немогућности поправљања 

насталих оштећења и појаву нових мутација. Канцерогенеза је вишестепена јер активација само 

једног онкогена не може довести до потпуне малигне трансформације ћелије, већ се сматра да је 

неопходна активација најмање два онкогена или више генетских алтерација (Katić и сар., 1996; 

Bertram, 2000; Kopnin, 2000; Jurišić и Živančević-Simonović, 2002).  

Малигне ћелије поседују одређене карактеристике које их разликују од здравих ћелија: 

 а) Малигне ћелије имају атипичну структуру, са поремећеним односом једро-цитоплазма. 

Једра су већа у односу на једра здравих ћелија, што је у корелацији са њиховом метаболичком 
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активношћу. Мембрана ћелија је промењена, услед чега се губи контактна инхибиција (Jurišić и 

Živančević-Simonović, 2002);  

б) Малигне ћелије су способне да измене свој енергетски метаболизам, како би испратиле 

потребу за брзом производњом енергије коју намеће стална пролиферација (Hanahan и Weinberg, 

2011); 

 в) Пролиферација малигних ћелија није контролисана постојећим регулаторним процесима 

ћелије. Малигне ћелије имају способност аутокрине производње фактора раста, повећања нивоа 

рецептора на мембрани, активације сигналних путева укључених у контролу раста ћелија (Hanahan 

и Weinberg, 2011);  

 г) Малигне ћелије су развиле различите механизме у циљу избегавања ћелијске смрти - 

апоптозе, најчешће губитком функције одређених протеина укључених у процес апоптозе, 

повећањем експресије антиапоптотских или смањењем експресије проапоптотских молекула 

(Hanahan и Weinberg, 2011; Wong, 2011); 

 д) Малигне ћелије константно пролиферишу, за шта је одговорна активност теломераза, 

ензима који су високо експримирани код брзо пролиферишућих ћелија, укључујући ћелије канцера 

и имају улогу да одрже стабилност теломера (Shay и сар., 2001);  

 ђ) Потребе за кисеоником и хранљивим материјама се повећавају са прогресијом канцера 

па долази до стварања нових крвних судова, ангиогенезе. Малигне ћелије излучују ангиогене 

факторе који подстичу процес ангиогенезе одређеним механизмима (Hanahan и Folkman, 1996; 

Katić и сар., 1996); 

  е) Инванзивност, способност насељавања околних ткива, последица је слабљења 

међућелијских веза, излучивања протеолитичких ензима и металопротеиназа које разграђују 

међућелијски матрикс и олакшавају продирање малигних ћелија у околна ткива (Katić и сар., 1996; 

Hua и сар., 2011);  

 ж)  Метастазитање представља преношење малигних ћелија са примарног места настанка 

на неко друго, често удаљено место у организму (Katić и сар., 1996).  

1.1. Терапија канцера  

 У лечењу канцера и његових метастаза најчешће се примењују три основна приступа: 

хируршко лечење, зрачење и терапија цитостатицима. Лечење се углавном спроводи њиховом 

комбинацијом јер се потпуни терапијски учинак врло ретко постиже применом само једне методе.  
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1.1.1. Цитостатици 

 Цитостатици су хемикалије које делују на метаболизам ћелије, спречавају њен раст 

инхибицијом одређених ензима, оштећују једро ћелије и инхибирају ћелијску деобу. Према 

основној намени њихово деловање је усмерено на малигне ћелије, јер нарушавањем ћелијског 

циклуса спречавају њихов раст. Недостатак примене цитостатика је што већина ових лекова убија 

и здраве ћелије и изазива многобројне нуспојаве (Hegarty и Chisholm, 2002). Ткива која брзо 

пролиферишу (нпр. коштана срж и слузокожа пробавног тракта) су најосетљивије на дејство 

цитостатика. Откривањем једињења из природних извора постигнут је значајан напредак у 

терапији канцера и избегавању нежељених ефеката (Chabner и сар., 2006). Често се у терапији 

примењују комбинације цитостатика са различитим механизмима деловања и са различитом 

врстом нежељених дејстава које изазивају, како би се постигао најбољи могући ефекат са што 

мање токсичног деловања на организам, селективније цитотоксично деловање на ћелије канцера и 

смањена могућност резистенције на поједини цитостатик. 

 Цитостатици који се користе у терапији канцера, могу се поделити у неколико општих 

категорија (Janković, 2003): 

 а) Алкилирајући агенси и сличне супстанце које поседују алкил радикале који се лако везују 

за азотове атоме у пуринским и пиримидинским базама нуклеинских киселина. Веома су 

ефективни на брзо растућим ћелијама, јер приликом репликације ДНК долази до грешака, прекида 

и смрти ћелије. Најважније групе алкилирајућих агенаса су пликавци, нитрозоурије и деривати 

платине (цисплатина и карбоплатина) (Ralhan и Kaur, 2007);  

 б) Антиметаболити су структурни аналози природних молекула који учествују у синтези 

нуклеинских киселина, потпуно замењујући природне молекуле у процесу синтезе. Због тога 

делују на брзо метаболишуће ћелије и не делују на ћелије у фази мировања. Основне подгрупе 

ових цитостатика су: аналози фолата (метотрексат), аналози пурина, аналози пиримидина (5-

флуороурацил, капецитабин) и аналози уреје (Avendano и Meuendz, 2008);   

 в) Антитуморски антибиотици који интеркалирају између две суседне базе ДНК, што 

онемогућава даљу репликацију. Они спречавају деобу ћелија тако што инхибирају топоизомеразе I 

и II. Најчешће коришћени антитуморски антибиотици су доксорубицин, епирубицин, 

даунорубицин и блеомицин (Galm и сар., 2005);   

 в) Цитостатици биљног порекла. Постоји више врста ових цитостатика и сви се одликују 

значајном активношћу. Неки од њих нарушавају функцију деобног вретена везивањем за протеине 

који изграђују микротубуле и на тај начин спречавају митозу малигних ћелија и раст канцера. 
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Пример су винка алкалоиди из биљке Vinca rosea. Токсин из биљке Podophyllum pelatum инхибира 

топоизомеразу II, спречавајући синтезу ДНК, а тиме и деобу малигних ћелија. Паклитаксел и 

доцетаксел су полусинтетски деривати природних супстанци из биљке Taxus baccata, који такође 

ометају функционисање деобног вретена и индукују апоптозу малигних ћелија. Кампотецин је 

изолован из биљке Camptotheca acuminata и његов полусинтетски деривати иринотекан и 

топотекан инхибирају топоизомеразу I и тако спречавају репликацију ДНК (Cragg и Newman, 

2005; Kingston, 2009);   

 г) Посебну врсту цитостатика чине бактеријски ензими аспарагиназе (разграђују 

аспарагин, неопходан за раст ћелија лимфобластне леукемије) и хидроксиуреа (инхибира 

претварање рибонуклеотида у дезоксирибонуклеоиде, чиме спречава синтезу ДНК) (Covini и сар., 

2012; Madaan и сар., 2012).   

Поред цитостатика, у терапији канцера користи се и имунотерапија, која подразумева 

стимулацију организма носиоца канцера да препозна канцер као “стран” и да развије имунски 

одговор на њега (Harris и Drake, 2013). Такође се користе моноклонска антитела на специфичне 

протеине на мембрани малигних ћелија (Tol и Punt, 2010). Пример је алемтузумаб који се користи 

за лечење лимфоцитне леукемије β-ћелија, које на себи носе антиген CD52 и представља антитело 

које се везује за антиген CD52 и доводи до лизе малигних ћелија (Gribben и Hallek, 2009).  

 1.1.2. Резистенција на цитостатике 

 Резистенција на хемиотерапију (енгл. Multidrug Resistance, MDR), као учестао клинички 

проблем у терапији канцера представља главни неуспех коришћења цитостатика (Gottesman и 

Pastan, 1993; Fojo и Bates, 2003). Канцери се углавном састоје од фенотипски различитих 

популација малигних ћелија, од којих су неке осетљиве на дејство цитостатика, док су друге 

резистентне. У оквиру хетерогене популације туморских ћелија, заступљене су у мањем или већем 

проценту и ћелије са већ развијеним механизмима резистенције. Тако, канцери са већим уделом 

ових ћелија су урођено резистентни, како на хемиотерапију, тако и на радиотерапију. Канцери са 

мањом заступљеношћу резистентних ћелија имају потенцијал да у току терапије развију (стекну) 

резистенцију активирањем механизама резистенције или преносом резистентних карактеристика 

са већ постојећих резистентних ћелија (Graudens и сар., 2006; Gonzalez-Angulo и сар., 2007).  

 Једна од основних карактеристика резистентних ћелија је да спорије пролазе кроз ћелијски 

циклус и на тај начин избегавају дејство цитостатика, обично дизајнираних тако да циљају 

брзопролиферишуће ћелије у S фази ћелијског циклуса. Постоји више механизама одговорних за 

настанак резистенције: немогућност цитостатика да уђе у малигну ћелију; одстрањивање 
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цитостатика уз помоћ мембранских пумпи које не дозвољавају њихов пролазак кроз мембрану у 

ћелију; умножавањем гена одговорних за синтезу протеина који инактивирају цитостатике, 

најчешће ензимским путем; повећањем ниова ћелијских тиола, као што је глутатион који конјугује 

са цитостатицима и на тај начин их инактивира или потпомаже избацивање из ћелије; 

спречавањем транспорта цитостатика кроз ћелију јер протеини који их транспортују постају 

нефункционални; поседовањем механизама којим поправљају ДНК оштећења настала дејством 

цитостатика; избегавањем апоптозе (Komarova и Wodarz, 2005; Torigoe, 2005; Hall и сар., 2008; 

Podolski-Renić и сар., 2013). Најчешћи механизам резистенције је прекомерна експресија гена који 

кодирају транспортне пумпе на мембрани ћелија, ABC транспортери (енгл. ATP Binding Cassette), 

који за транспорт кроз мембрану користе енергију добијену хидролизом аденозин трифосфата 

(енгл. Adenosin Triphosphatе, ATP). Они представљају трансмембранске пумпе које избацују 

егзогене или ендогене токсине из ћелија. Код канцера изложених дејству цитостатика долази до 

прекомерне експресије ових пумпи, услед чега малигне ћелије веома брзо и лако избацују 

цитостатике пре него што они испоље дејство на функционалне молекуле. Постоје три врсте ABC 

транспортера који су одговорни за резистенције ћелија канцера: ABCB1/P-gp/MDR1, познат и као 

P-гликопротеин (P-gp), ABCC1/MRP1 и ABCC2/MRP2 (енгл. Multidrug Resistance-associated 

Proteins-1 and -2) и ABCG2/MXR/BCRP (енгл. Breast Cancer Resistance Protein) (Dean и Allikmets, 

1995; Janković, 2003).  

Да би се савладала и спречила појава резистенције на цитостатике, у онкологији се широко 

примењују бројни протоколи са следећим принципима: комбиновање већег броја цитостатика који 

имају различите механизме деловања, примена циотостатика који имају различит спектар дејства, 

примена што краћих циклуса лечења (што омогућава опоравак организма пацијената). 

 1.1.3. Комбиновани третмани 

 Последњих година постоји велико интересовање за испитивање синергистичких ефеката 

комбинација цитостатика са антитуморским лековима пореклом из природних извора. 

Комбинације лекова, као и коришћење природних медикамената као додатак хемиотерапији могу 

омогућити ефикаснији третман, као и смањење штетних ефеката на здрава ткива. Могућа 

позитивна својства комбинованих третмана су: смањење дозе лека, али одржавање исте или 

повећане ефикасности, изостанак или смањење појаве резистенције на лек, смањење токсичности 

на здраве ћелије и органе, фаворизовање апоптозе у односу на некрозу као типа ћелијске смрти 

код малигних ћелија. Због ових терапеутских предности, комбинације лекова су широко 
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коришћене и постају водећи избор у третманима многих болести, укључујући канцер (Tyagi и сар., 

2002; Sak, 2012).  

 1.1.4. Антитуморска својства паладијума 

 Најчешће коришћен неоргански хемиотерапеутик је цисплатина и њени деривати, који 

дуги низ година представљају једну од главних терапијских опција за многе врсте канцера 

(Rosenberg и VanCamp, 1970; Hainsworth и сар., 1992; Lorusso и сар., 2014). Међутим, цисплатина 

изазива оштећења здравих ћелија изазвана оксидационим стресом и штетне ефекте на организам 

као што су нефротоксичност, неуротоксичност, мијелотоксичност, хематотоксичност, изазивање 

мучнина и многе друге (Florea и Busselberg, 2011; Marković и сар., 2011а, 2011б). Отежавајућа 

околност у терапији канцера цисплатином је појава резистенције која умањује њену ефикасност 

(Timmer-Bosscha и сар., 1992; Rennicke  и сар. 2005). Након открића антитуморске активности 

платине, веома брзо су почела истраживања других неорганских једињења са могућом 

антитуморском активношћу, која су укључивала велики број метала, њихових лиганада и 

различите начине синтезе у зависности од специфичних рецептора и циљаних молекула. Најчешће 

су коришћени паладијим(II), злато(I) и злато(III), рутенијум(II) и рутенијум(III), бизмут(III) и 

бакар(II) једињења и многи од њих показују добру антитуморску активност in vitro (Galanski и 

сар., 2003; Marques, 2013; Šmit и сар., 2013). Обзиром да су хемијске карактеристике паладијума 

сличне карактеристикама платине, истраживања су ишла у правцу синтезе нових паладијумских 

комплекса са сличном антитуморском активношћу, али смањеним штетним ефектима на здрава 

ткива и ћелије. Pd(II) јони имају способност да интерагују са ДНК везивањем и инхибицијом 

синтезе овог молекула, као и способност индукције апоптозе (Matesanz и сар., 1999). Све више је 

литературних података који потврђују антитуморску активност паладијумских комплекса (Rau и 

сар., 1996; Kostova, 2006; Volarević и сар., 2013; Šmit и сар., 2013). У циљу стабилизовања Pd(II) 

комплекса коришћени су различити лиганди за његову синтезу (Mansuri и сар., 1992). Недостатак 

Pd(II) комплекса у односу на платинске је његова нестабилност у раствору као што је ћелијска 

цитоплазма и веома брза разградња од стране различитих биомолекула као што је глутатион, 

дајући интермедијерна једињења која не могу да остваре фармацеутски циљ (Butour и сар., 1997).   
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1.2. Колоректални карцином 

 1.2.1. Епидемиологија 

 Карцином колона, као најчешћи малигни тумор висцеларних органа трбушне дупље, је 

болест високоразвијених земаља. Урбане и економски развијене друштвене заједнице су много 

више изложене опасности од ове болести у односу на сиромашне афроазијске земаље (Hamilton, 

1996). Оваква дистрибуција и разлике учесталости у појединим земљама су више одраз начина 

исхране и услова живота него расних и етничких карактеристика (Stevović, 1994; Popović, 2003). У 

Србији карцином колона је на седмом месту по узроку смрти и стопа смртности се удвостручила у 

последњих двадесет година. 

 Колоректални карцином се претежно јавља у каснијем животном добу, најчешће у шестој, 

седмој и осмој деценији живота. Испод 40 година живота се ретко јавља, у око 10% болесника са 

карциномом колона. Однос полова код карцинома колона је уједначен, док је карцином ректума 

незнатно учесталији код мушког пола (Mili ć и Damjanović, 2013).  

 1.2.2. Етиологија  

 Иако је етиологија карцинома колона непозната, претпоставља се да настаје као последица 

комплексне и недовољно разјашњене интеракције генетских фактора и чинилаца спољашње 

средине. Фактори као што су фамилијарнa појавa колоректалног карцинома који сугеририше 

генетски фактор, затим стрес, хипоксија, редукован унос глукозе и других нутрицијената, смањен 

унос минерала и витамина, жучне киселине, као и промена pH фецеса доводе до започињања 

процеса канцерогенезе у мукози дебелог црева (Stevović, 1994; Popović, 2003; Khuhaprema и 

Srivatanakul, 2008; Milić и Damjanović, 2013). Исхрана богата мастима и угљеним хидратима, а 

сиромашна целулозом и влакнастим материјама условљава дуже задржавање фекалних маса у 

дебелом цреву. Тиме се продужава контакт његове слузокоже са могућим канцерогеним 

материјама које настају дејством бактерија на унете хранљиве материје и њихове метаболите. 

Такође, мала физичка активност, пушење, конзумирање алкохола и нитрити као конзерванси 

хране, повећавају ризик од настанка колоректалног карцинома (Stevović, 1994).  

 Према начину настанка, карцином колона може бити спорадичан (70-80%), фамилијарни 

(20-30%) или наследни (неколико процената) (Clarens, 2004). Фамилијарни карцином није повезан 

са конкретном мутацијом одређеног гена, али је уочено да особе чији су први рођаци већ имали 

колоректални карцином имају 2 до 3 пута већи ризик од осталих особа да и саме оболе. 

Фамилијарни карцином настаје услед наследно пренетих болести дебелог црева, јер представљају 
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ризичну групу за настанак карцинома: фамилијарна аденоматозна полипоза, јувенилна полипоза, 

фамилијарни улцерозни колитис, Кронова болест и друге. Соматске мутације или губитак тумор 

супресорских гена из хромозома 5q, 18q и 17p и мутација онкогена, нпр. K-ras (17p), делују у 

вишестепеном проесу који од нормалног епитела води, преко разних стадијума аденоматозних 

полипа, до карцинома и метастаза (Popović, 2003).    

 1.2.3. Клиничка слика  

 Колоректални карцином се одликује спорим растом, потребно је да прође и 5-10 година до 

фазе испољавања симптома. Испољавање симптома и њихов след зависе од локализације и степена 

развоја канцера (Popović, 2003). Клиничка слика често има притајен и подмукао ток па рано 

откривање болести има кључни значај у погледу лечења ових болесника и њиховог 

преживљавања.  

 Основни начин ширења је директни у околна ткива и органе. Метастатско ширење 

обезбеђује добро развијена мрежа лимфних путева, као и крвних судова у које овај карцином може 

да продре већ у својој почетној фази.  

 У крвној плазми болесника са колоректалним карциномом може се открити присуство тзв. 

тумор маркера, специфичних молекула које канцер секретује у крв. За колоректални карцином 

постоји неколико туморских маркера који пружају корисне прогностичке информације: 

карциноембриогени антиген (CEA), карбохидратни канцер антигени (CA 19-9, CA 50, CA 242), 

серумски гастрин, катепсин B, CD 26, као и ниво експресије гена p16, p21 и p53 (Arber и сар., 

1999). Карциноембрионални антиген је најчешће коришћен тумор маркер, али је недовољно 

специфичан за рано откривање болести, јер се у повишеним вредностима среће и код других 

канцера (плућа, дојка, панкреас), као и код бенигних лезија (цироза, панкреатитис, запаљења 

дебелог црева) (Majkić-Singh, 2006; Tagi и сар., 2010). 

 1.2.4. Лечење 

 Лечење колоректалног карцинома  је првенствено хируршко. Радикално хируршко лечење 

подразумева уклањање примарног канцера са знатним делом здравог црева (више од 5 cm од 

макроскопских граница канцера), као и свих околних лимфних жлезда.  

 Додатна терапија у лечењу се примењује након радикалне хируршке интервенције у циљу 

побољшања њених ефеката, односно продужења живота болесника. Она подразумева коришћење 

цитостатика и зрачење. Постоперативно зрачење има за циљ да спречи појаву неотклоњених 

малигних ћелија, које су релативно честе након хируршке интервенције. Зрачење, као додатна 
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мера лечења, примењује се код канцера који су пробили зид ректума или су дали лимфне 

метастазе. Хемиопревенција карцинома се користи са циљем да блокира, спречи или одложи 

развој карцинома (Mili ć и Damjanović, 2013). Постоперативна цитостатска хемиотерапија има за 

сврху да уништи малигне депозите у регионалним лимфним жлездама, као и да смањи малигни 

потенцијал. Највише и најчешће се употребљавају 5-флуороурацил, капецитабин, иринотекан, 

оксалиплатин, левамисол и метил-CCNU.    

 Ради превенције и лечења карцинома колона постоји стална потреба за унапређењем 

постојећих и идентификацијом нових дијагностичких и прогностичких маркера, као и проналазак 

и евалуација нових, потенцијалних хемиопревентивних агенаса и испитивање њихове клиничке 

ефикасности (Fujino и сар., 2011). 

 1.2.5. Ћелијске линије као модел системи за изучавање колоректалног карцинома  

Откривање и развој антитуморских лекова има дугу историју и обухвата многобројна 

преклиничка истраживања и тестирања једињења са потенцијалним цитостатским или 

цитотоксичним ефектима на хуманим ћелијским линијама. Према Америчком Националном 

Институту за канцер потенцијално активне супстанце пролазе прескрининг на неколико ћелијских 

линија најчешћих типова тумора, а затим се једињења која покажу активност испитују много 

детаљније на широј листи ћелијских линија (најчешће 60 различитих ћелијских линија пореклом 

из различитих органа) и животињским моделима (Burger и Fiebig, 2004). 

 Ћелијске линије представљају изоловане, различите врсте ћелија, способне за гајење у 

лабораторијским условима. Могу бити адхерентне, односно залепљене за подлогу у којој се гаје 

или у суспензији, које за своје преживљавање не захтевају везу са подлогом или другим ћелијама. 

Могу бити генетички идентичне и називају се хомогене или показују одређене генетичке 

варијације и представљају хетерогене популације. Ћелије изоловане директно из ткива се зову 

примарне културе. Са изузетком неких малигних ћелија, примарне културе углавном имају кратак 

животни век. Добијају се различитим експерименталним поступцима, као што је изолација ћелија 

из крви, механичком изолацијом пресовањем ткива кроз различите филтере или ензимском 

деградацијом ензимима који разлажу међућелијски матрикс (колагеназе и трипсин). После 

неколико деоба популације ћелија престају да се деле и смањује се њихова вијабилност, па је 

неопходно да се експерименти са примарним културама врше одмах након изолације. Други тип 

ћелија се комерцијално поручује и то су имортализоване ћелијске линије, које имају неограничену 

способност пролиферације, што се постиже мутацијом или модификацијом одговарајућих гена. 

Постоје колекције ћелијских линија, тзв. „банке ћелија“, које нуде велики избор добро 
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окарактерисаних ћелијских линија. Највеће и најпознатије колекције су ATCC (The American Type 

Culture Collection) и ECACC (The European Collection of Animal Cell Cultures) (Harrison и Rae, 

1997).  

 Гајење ћелија у култури је нашло многобројне примене јер омогућава једноставна 

испитивања физиологије, биохемије и метаболизма ћелија. Веома су погодне за изучавање 

регулације пролиферације, диференцијације и смрти ћелија, проучавање интерцелуларних и 

интрацелуларних сигналних путева. Културе ћелија представљају основу за истраживање канцера, 

евалуацију терапеутских агенаса, тестирање ефеката различитих хемијских једињења или лекова 

на здравим или малигним ћелијама и пружају могућност за лако истраживање ћелијских 

механизама којима они подлежу у ћелији (Allen и сар., 2005). Свака експериментална супстанца са 

потврђеним терапеутским потенцијалом мора проћи дуге циклусе преклиничког испитивања лека. 

Коришћење ћелијских линија је нашло примену у решавању проблема од клиничке важности, 

нарочито проблема повезаних са механизамима настанка одређене болести и развоју нових 

дијагностичких и терапеутских процедура. На ћелијама у култури могућа су истраживања у веома 

актуелној области познатој као инжењеринг ткива, комбиновањем различитих типова ћелија ради 

стварања вештачких ткива, на пример вештачке коже. Бројне ћелијске културе су основа за генске 

манипулације и производњу вирусних вакцина и других биотехнолошких продуката. Биолошки 

продукти добијени рекомбинантном ДНК технологијом у ћелијским културама укључују ензиме, 

специфичне протеине, синтетисане хормоне, моноклонска антитела, интерлеукине и др. Једна од 

примена је гајење, криопрезервација и складиштење матичних ћелија. Због свега наведеног 

култура ћелија је постала основ молекуларне генетике, имунологије, фармакологије и производње 

лекова и готово неопходна за развој биотехнологије (Harrison и Rae, 1997). 

 Процес гајења ћелија у култури подразумева одржавање одређеног типа ћелија у 

контролисаним условима. За свој раст и размножавање ћелије захтевају специфичне услове 

средине, одговарајућу температуру, осмотски притисак, pH, O2 и CO2 (најчешће је 37 °C и 

5% CO2). Услови in vitro, у којима се ћелије гаје, опонашају услове in vivo, тако да варирају у 

зависности од типа ћелија. Различити услови могу довести до појаве различитог фенотипа. Поред 

оптималних физичких параметара најчешће променљив фактор у гајењу ћелија је медијум. 

Хранљиви медијум треба да садржи лако употребљив извор угљеника, азота и других хранљивих 

материја у одговарајућим количинама и односима. Медијуми могу варирати у pH, концентрацији 

глукозе, факторима раста, присуству хранљивих материја. Рад са ћелијским линијама захтева 

стерилне услове рада и посебне мере опрезности у циљу заштите и спречавања могуће 

контаминације бактеријама, гљивама или појаве кросконтаминација (Harrison и Rae, 1997).  
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Комерцијално набављене ћелијске линије колоректалног карцинома представљају добар 

модел систем за истраживање ефеката биоактивних супстанци из разлога што су генетске 

абнормалности одговорне за испољавање одговарајућег фенотипа познате. The American Type 

Culture Collection нуди листу великог броја ћелијских линија колоректалног карцинома и 

информације о карактеристикама, условима гајења и манипулације њима, као и информације о 

мутираним генима у свакој од њих. У оквиру докторске дисертације коришћене су две адхерентне 

ћелијске линије колоректалног карцинома, HCT-116 и SW480 ћелијска линија. HCT-116 ћелије 

имају епителну морфологију, експримиране гене за трансформишући фактор раста β1 и β2 и 

мутацију у кодону 13 за ras протоонкоген, а SW480 ћелије имају експрипиран ген за епидермални 

фактор раста и мутацију у кодону 12 за ras протоонкоген. Наведене ћелијске линије су међу 

најчешће коришеним ћелијским линијама колоректалног карцинома у in vitro истраживањима и 

представљају добар модел систем за преклиничка тестирања. Погодне су за испитивања 

цитотоксичних, проапоптотских и ефеката на редокс статус различитих синтетских или супстанци 

пореклом из природних извора (Mitrović и сар., 2011; Stanković и сар., 2011; Trišović и сар., 2011; 

Ćurčić и сар., 2012а, 2012б; Stanković и сар., 2012а; Obradović и сар., 2013; Žižić и сар., 2013; Jevtić 

и сар., 2014; Stojković и сар., 2014).  

2. Апоптоза – програмирана ћелијска смрт  

 Апоптоза, као вид ћелијске смрти, основни је генетски програмиран механизам за 

контролу броја ћелија, којим се успоставља равнотежа између пролиферације, диференцијације и 

одумирања ћелија. То је физиолошки процес који се нормално јавља у току ембриогенезе и има 

кључну улогу у развоју вишећелијских организама и одржавању хомеостазе ткива. Свака ћелија 

носи у свом геному суицидни програм чијим активирањем може изазвати самоуништење, 

спроводећи генетски програмиран след морфолошких и биохемијских промена (Alberts и сар., 

2008; Ouyang и сар., 2012).  

 Покретачи апоптозе 

 Велики број стимулуса и стања у организму, било физиолошких или патолошких, могу 

покренути апоптотски сигнални пут и довести до смрти ћелије. Апоптозу може узроковати 

изостајање или недостатак међућелијских сигнала. Већини ћелија потребна је стална стимулација, 

контакт са површином на којој расту или суседним ћелијама, а нарочито је важна улога цитокина, 

фактора раста и појединих хормона. Одсуство ових компоненти може активирати апоптотски 
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сигнални пут. Оштећења ДНК и фактори који доводе до ових оштећења, као што су јонизујуће 

зрачење, хемиотерапеутици, неки микотоксини или лекови могу да покрену апоптозу. Реактивнe 

врсте кисеоника и азота, такође, могу деловати као покретачи апоптозе, најчешће повећавајући 

пропустљивост митохондријалне мембране и доводећи до отпуштања цитохрома ц (Cyt c) у 

цитоплазму, који даље покреће апоптотски сигнални пут (Žlender, 2003; Alberts и сар., 2008).  

 Апоптоза се може покренути и дејством активирајућих молекула (лиганада) који се везују 

за рецепторе на ћелијској мембрани или једру ћелије. Посебно место заузимају лиганди који се 

везују за рецепторе на мембрани ћелије, "рецептори смрти".  

 Морфолошке и биохемијске промене ћелија у процесу апоптозе 

 У раним стадијумима апоптозе долази до премештања молекула фосфатидил-серина са 

унутрашње на спољашњу страну ћелијске мембране. То узрокује рано препознавање апоптотских 

ћелија од стране макрофага који их одстрањују фагоцитозом, без ослобађања проинфламаторних 

ћелијских супстанци. Морфолошке промене у једру у процесу апоптозе су кондензација 

хроматина и фрагментација једра које доводе до смањења запремине ћелије. Кондензација 

хроматина почиње на периферији једрове мембране формирајући полумесечасту структуру. Након 

кондензације долази до фрагментације једра и цепања једарне ДНК прво у веће сегменте, а затим у 

нуклеозомалне фрагменте величине 180 до 200 базних парова. У каснијим стадијумима апоптозе 

долази до набирања мембране, модификације цитоплазматских органела, губљења интегритета 

мембране и на крају формирања великих цитоплазматичних везикула које се откидају од ћелијске 

површине – апоптотскa тела (Elmore, 2007; Wong, 2011; Sankari и сар., 2012).  

 У току процеса апоптозе неопходна је експресија одређених гена, односно синтеза и 

активација ензима укључених у фрагментацију хроматина, цитоскелета и протеина цитоплазме 

(Jurišić и Živančević-Simonović, 2002; Alberts и сар., 2008).  

 Активација каспаза 

 Кључне компоненте апоптотског сигналног пута су протеолитички ензими, који су познати 

под називом каспазе (цитоплазматичне цистеин-аспартат специфичне ендопротеазе). Налазе се у 

цитоплазми у облику инактивних прекурсорних молекула - проензима, који се активирају 

димеризацијом и/или протеолитичким цепањем у којем настају активни ензими.  

Активан ензим има конфигурацију грађену од два хетеродимера који се састоје од велике 

(~17-21 kDa) и мале субјединице (~10-13 kDa). Познато је 14 различитих каспаза које се означавају 

редним бројевима 1-14. Према функцији могу се поделити у две групе: каспазе одговорне за 
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иницијацију процеса апоптозе, које се карактеришу дугачким продоменима дужим од 90 

аминокиселина (каспазе 2, 8, 9, 10) и ефекторне каспазе са кратким продоменима које имају улогу 

у завршној фази апоптозе (каспазе 3, 6 и 7). У рецептрском сигналном путу апоптозе прва се 

активира каспаза 8, а у митохондријалном каспаза 9. Иницијаторске каспазе  садрже "домене 

смрти" (енгл. Death Domain, DD) као што су CARD (енгл. Caspase Activation and Recruitment 

Domain) код каспаза 1, 2, 4 и 9 или DED (енгл. Death Effector Domain) код каспаза 8 и 10. 

Иницијаторске каспазе активирају ефекторне које разграђују ћелијске компоненте, што доводи до 

морфолошких промена карактеристичних за апоптозу. Једна каспаза може активирати друге 

каспазе, али и саму себе, појачавајући на тај начин апоптотски стимулус, што доводи до врло брзе 

смрти ћелије. Централну улогу у овом процесу има каспаза 3, која је након активације одговорна, 

делом или у потпуности, за цепање многих ћелијских компоненти (протеина, актина, ламина), 

фрагментацију ДНК и кондензацију хроматина. Постоје два основна пута активације каспаза, 

спољашњи и унутрашњи (Lаwen, 2003; Elmore, 2007; Kumar и Dorstyn, 2009; Rastogi и сар., 2009).  

 

Слика 1. Шематски приказ активне каспазе. Активна каспаза има хетеротетрамерну структуру, грађену 
од два хетеродимера (модификовано из Kumar и Dorstyn, 2009). 

 2.1. Спољашњи пут апоптозе  

Спољашњи апоптотски пут се активира везивањем лиганада за тзв. „рецепторе смрти“ из 

TNF/Fas породице, који се протежу од спољашње до унутрашње површине ћелијске мембране. 

Цитоплазматски делови ових рецептора називају се домени смрти и повезују рецептор са 

компонентама сигналног пута које индукују апоптозу. Везивањем Fas лиганда (енгл. Fatty acid 

synthetase ligand, FasL) за Fas рецептор долази до рецепторске тримеризације, што узрокује 

унутарћелијско накупљање DD делова Fas рецептора уз помоћ комплекса протеина познатих као 

DISC (енгл. Death Inducing Signaling Complex). Домен DD молекула FADD (енгл. Fas Asociated 

Death Domain Protein) веже се за DD домен Fas рецептора, а домен DED молекула FADD за 
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прокаспазу 8 (или 10). Тиме долази до њеног преласка у активну форму (Wong, 2011; Ouyang и 

сар., 2012). 

Слика 2. Активација каспазе 8 у спољашњем апоптотском 
путу. Лиганд смрти (FAS-L) везивањем за Fas рецептор изазива 
спајање DD домена Fas рецептора и DЕD домена молекула 
FADD који активира прокаспазу 8 или 10. ПМ -плазма 
мембрана (модификовано из Rastogi и сар., 2009).  

Сигнални пут покренут везивањем FasL може ићи у 

два правца. Један од сигналних путева укључује 

митохондрије чија је основна функција у овој каскади да 

појача почетни сигнал настао везивањем лиганда. Активна 

каспаза 8 у цитосолу каталитички разграђује Bid (енгл. BH3 

Interacting-domain Death-agonist), инактивну форму једног од проапоптотских чланова Bcl-2 

фамилије, који се затим транслоцира у митохондрије, ремети пермеабилност мембране 

митохондрија и доводи до ослобађања Cyt c. Други сигнални пут је независан од митохондрија у 

коме каспаза 8 непосредно доводи до активације каспазе 3 и других ефекторних каспаза (Lаwen, 

2003; Wong, 2011). 

 Везивањем TNF-лиганда (енгл. Tumor Necrosis Factor) за TNFR1 рецептор (енгл. Tumor 

Necrosis Factor Receptor 1) покреће се сличан пут, осим што су у овом случају адаптерски 

молекули TRADD (енгл. TNFR Asociated Death Domain), који имају способност везивања 

различитих протеина на активираном делу рецептора (Bazzoni и Beutler, 1996).  

 TRAIL (енгл. TNF Related Apoptosis Inducing Ligand) је такође покретач апоптозе и везује 

се за DR4 и DR5 рецепторе, који имају интрацелуларне домене (Žlender, 2003).   

 2.2. Унутрашњи пут апоптозе  

Унутрашњи апоптотски пут, укључује сигнале који потичу из унутрашњости ћелије, 

најчешће из митохондрија па се због тога другачије назива митохондријални пут. Апоптоза може 

бити активирана након различитих оштећења и у другим органелама, као што су једро, 

ендоплазматични ретикулум или Голџијев апарат. Централно место у овом путу имају 

митохондрије код којих долази до промене мембранског потенцијала, односно повећане 

пропустљивости за мале молекуле. Главни регулаторни протеини унутрашњег, митохондријалног 

пута су протеини Bcl-2 породице, који регулишу мембрански потенцијал. Повећање 

пропустљивости спољашње мембране митохондрија праћено је ослобађањем Cyt c из 

митохондрија у цитоплазму, који делује као „окидач“ апоптозе. У оквиру Bcl-2 фамилије постоје 
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проапоптотски (Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bid и др.) и антиапоптотски протеини (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W 

и др.). Проапоптотски протеини присутни су у цитосолу као сензори ћелијског оштећења или 

стреса, док се антиапоптотски протеини налазе у интермембранском простору митохондрија.  

 

Слика 3. Шематски приказ спољашњег и унутрашњег апоптотског пута (моификовано из MacFarlane и 
Williams, 2004). 

Однос проапоптотских и антиапоптотских фактора одређује осетљивост ћелија на 

апоптозу. Њихово дејство на ослобађање Cyt c је потпуно супротно: Bax формира каналиће у 

спољашњој мембрани митохондрија, а Bcl-2 те каналиће блокира и инхибира ослобађање Cyt c. 

Повећана експресија неког од 

антиапоптотских протеина Bcl-2 фамилије  

онемогућава реализацију апоптотског 

програма у ћелијама са оштећењем 

наследног материјала и уједно промовише 

неконтролисану пролиферацију 

трансформисаних ћелија. Ова фамилија 

протеина представља основу за развој нове 

генерације агенаса који би се користили у 

лечењу малигних болести.  

Слика 4. Ослобађање Cyt c и активација каспазе 9 (модификовано из Mohamad и сар., 2005). 
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Ослобођени Cyt c се везује за протеин АPAF 1 (енгл. Apoptosis protease activating factor 1) 

доводећи до његове конформационе промене, стварајући апоптозоме који се везују и активирају 

прокаспазу 9. Ово има за последицу даље активирање ефекторске каспазе 3, што коначно води 

ћелију у смрт (Reed, 1998; Lаwen, 2003; Wong, 2011; Sankari и сар., 2012). 

Осим Cyt c, митохондрије садрже и друге апоптотске факторе као што су AIF (енгл. 

Apoptosis Inducing Factor) и ендонуклеаза G. AIF из митохондрија прелази у једро ћелије, 

независно од каспаза, фрагментише ДНК на фрагменте величине од 50-300 kb и тиме доводи до 

кондензације хроматина уз једарну мембрану (Joza и сар., 2001). Ендонуклеаза G излази из 

митохондрија током апоптозе и делимично је одговорна за интернуклеозомално цепање ДНК, које 

је такође независно од каспаза (Susin и сар., 2000; Joza и сар., 2001).  

2.3. Апоптоза у канцерогенези  

 Kонтрола ћелијског броја остварује се балансом два супротна процеса, ћелијске 

пролиферације и програмиране ћелијске смрти. Здраве ћелије имају способност препознавања и 

поправљања оштећених места на ДНК уколико оштећења нису велика, а активацијом апоптозе 

спречавају деобу и умножавање ћелија са већим оштећењима. Накупљање ћелија са оштећеном 

ДНК може бити последица мутације гена укључених у регулацију апоптозе. Смањена апоптоза 

или појава резистенције на апоптозу, мутације и делеције апоптотских гена играју важну улогу у 

карциногенези, расту и регресији канцера (Kumar и сар., 2005; Alberts и сар., 2008). 

Механизми којима малигне ћелије избегавају процес апоптозе могу бити тројаки: нарушен 

баланс проапоптотских и антиапоптотских протеина, смањена сигнализација путем рецептора 

смрти и смањена функција каспаза. Многи протеини показују про- и антиапоптотску активност у 

ћелијама. Однос ових протеина игра улогу у регулацији ћелијске смрти, јер прекомерна или 

смањена експресија доприносе канцерогенези, редуковањем апоптозе у малигним ћелијама. 

Најчешћи регулатори апоптозе су протеини Bcl-2 фамилије, преко унутрашњег апоптотског пута. 

Рецептори смрти су главни регулатори спољашњег апоптотског пута и многобројне промене у 

грађи и функцији ових рецептора могу да доведу до изостанка иницијалних сигнала неопходних у 

процесу апоптозе. Низак ниво или поремећаји у функцији каспаза, такође, могу довести до 

изостанка апоптозе. Многе студије показују да смањена експресија каспаза доприноси 

преживљавању малигних ћелија у различитим врстама канцера. У ћелијама су присутни и 

инхибитори апоптотских протеина, који представљају групу структурно и функционално сличних 

протеина који регулишу апоптозу и сигналну трансдукцију у ћелији. Ендогени инхибитори 

каспаза, као што је IAPs (енгл. Inhibitor of Аpoptosis Рroteins) могу инхибирати њихову активност 
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везивањем својих домена за активна места каспаза, што онемогућава њихово деловање на супстрат 

(Wong, 2011).  

Уколико је узрок смрти ћелије оштећење ДНК, кључна је улога протеина p53, који је у 

ћелијама присутан у инактивном облику и учествује у контроли ћелијског циклуса. Немутирани, 

дивљи тип гена p53, врши негативну контролу ћелијске пролиферације и супримира ћелијску 

трансформацију и канцерогенезу, односно врши типичну улогу тумор супресорног гена. 

Оштећења ДНК подстичу накупљање протеина p53 у ћелији, због чега долази до заустављања 

ћелијског циклуса у G1 фази и поправљања оштећене ДНК, или до покретања апоптозе ако су та 

оштећења непоправљива (Komarova и Gudkov, 2001). Протеин p53 може покренути апоптозу 

ремећењем односа проапоптотских и антиапоптотских митохондријских протеина Bcl-2 породице 

или стимулисањем гена који повећавају продукцију реактивних врста кисеоника, снажних 

активатора апоптозе. 

 

Слика 5. Механизми који доводе до избегавања апоптозе у канцерогенези  
(модификовано из Wong, 2011). 

 2.4. Апоптоза у терапији канцера 

 Апоптоза игра важну улогу како у канцерогенези, тако и у терапији канцера. За терапију 

канцера су неопходна знања о механизмима апоптозе и начинима на које промене у апоптотском 

путу доприносе процесу канцерогенезе. Сваки дефект, структурна или функционална 
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абнормалност дуж апоптотског сигналног пута може бити интересантна мета за терапију тумора. 

Антитуморске супстанце поседују директан или индиректан утицај на молелекуларне механизме 

апоптозе. Различите стратегије третмана одговарајућим антитуморским супстанцама обухватају 

покушаје да се процес апоптозе врати на нормалу и да се елиминишу малигне ћелије. Неке од 

стратегија третмана канцера користе Bcl-2 фамилију протеина, укључијући коришћење 

терапеутских агенаса који инхибирају Bcl-2 фамилију антиапоптотских протеина или инхибицију 

протеина и гена укључених у њихову регулацију. Многобројне су и терапијске стратегије 

засноване на p53 генским терапијама или дизајну супстанци које активирају одговарајуће каспазе. 

На пример, апоптотин је активирајући агенс каспазе који је иницијално добијен из вируса и 

способан је да селективно индукује апоптозу у малигним, али не у нормалним ћелијама (Wong, 

2011; Kanduc и сар., 2002).  

Број изолованих и синтетисаних једињења са способношћу изазивања апоптозе малигних 

ћелија је у сталном порасту (Kamal и сар., 2014). Велики је број доступних литературних података 

о различитим једињењима у преклиничкој фази испитивања (Horneber и сар., 2008; Zhou и сар., 

2013; Chu и сар., 2014; Wecksler и сар., 2014), као и једињења која су у фази клиничких 

испитивања или са одобрењем за употеребу од стране FDA (Food and Drug Administration), као и 

Европске Медицинске Агенције (енгл. European Medicines Agency, ЕМА). У 2013. години одобрено 

је 12 нових антитуорских лекова за употребу од стране ЕМА, међу којима су и лекови са 

апоптотском активношћу, као што су afatinib, dabrafenib и cabozantinib (http://sms-

oncology.com/ema-anticancer-drug-approvals-in-2013/). 

 3. Механизми редокс равнотеже  

Фаворизовање аеробног начина живота условило је излагање живих организама 

потенцијално опасним оксидационим процесима, посредованим реактивним врстама кисеоника 

(енгл. Reactive Oxygen Species, ROS). Повећан ниво ROS најчешће долази из штетних извора у 

спољашњој средини (јонизујуће зрачење, токсини, лекови, хемикалије, полутанти). Међутим, 

свака ћелија живог организма производи ROS, док су неке ћелије специјализоване за овакву 

непрекидну синтезу, односно формирање “оксидационог распрскавања” (Sies, 1991). У оваквим 

условима стварања ROS, развио се и одбрамбени механизам организма – антиоксидациони 

заштитни систем (енгл. Antioxidative Defence System, AOS). Последњих деценија истраживања у 

овој области истичу важност ROS и читавог редокс система као основе физиолошких процеса у 

организму (ћелијске пролиферације и диференцијације, преноса сигнала, регулације метаболизма 

и међућелијске комуникације), цитопротективних механизама (инфламације, одбране од 
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микроорганизама), али и патофизиолошких феномена (старења, канцерогенезе, апоптозе, некрозе, 

токсичног деловање лекова и др.) (Žikić и сар., 2000; Droge, 2002; Halliwell и Gutteridge, 2006). 

 3.1. Реактивне врсте кисеоника (ROS) 

 Ћелије људског организма користе молекулски кисеоник (О2) за метаболизам масти, 

угљених хидрата, протеина и добијање енергије. Међутим, кисеоник и неки његови метаболички 

продукти (реактивне врсте кисеоника), настали у бројним физиолошким и патолошким процесима, 

као споредни производи транспорта електрона у митохондријама, могу изазвати различита 

оштећења у ћелијама и ткивима. То су молекули, јони и атоми који имају један или више 

неспарених електрона у својој структури (Đorđević и сар., 2000; Žikić и сар., 2000). Основне 

особине ових молекула су веома кратак полуживот и изузетно велика реактивност. Због присуства 

неспарених електрона поседују изузетну хемијску реактивност и да би постали електронеутрални 

теже да се спајају са електронима других молекула. Током тог процеса формирају се нове ROS 

које затим учествују у низу ланчаних реакција, креирајући нове реактивне продукте. Уколико се 

новонастале ROS не деактивирају, од првобитне реакције може да настане хиљаде реактивних 

молекула за само неколико секунди. Реактивне врсте кисеоника обухватају слободне радикале 

кисеоника (супероксид - O2
.-, хидроксил - .OH , пероксил - RO2

., алкоксил - RO. и хидропероксил 

радикал - HO2
.) и реактивне врсте кисеоника које нису радикали (водоник пероксид - H2O2, 

хипохлорна киселина - HOCl, озон - O3 и синглет кисеоник - 1O2). 

 У организму  ROS могу да настану деловањем разних ензимских и неензимких система 

смештених на ћелијским мембранама, у цитоплазми, плазма мембрани и крвним елементима. 

Највећим делом настају у митохондријама, али и у пероксизомима, микрозомима, мембрански 

везаним ензимима (циклооксигеназе и липооксигеназе) (Žikić и сар., 2000).  

 Реактивне врсте кисеоника имају способност реакције са липидима мембране, 

нуклеинским киселинама, протеинима, ензимима и другим молекулима, што може довести до 

њихових оштећења (Žikić и сар., 2000; Marković и сар., 2006). Кумулативни ефекат може да доведе 

до смрти ћелије (апоптоза/некроза) или може имати значајну улогу у настанку великог броја 

хуманих обољења као што су кардиоваскуларна, гастроинтестинална, инфективна обољења, 

алергије, канцер, кожне болести, неуродегенеративне, неуромускуларне, респираторне болести и 

др. (Halliwell, 1994; Nelson и сар., 2006; Štajn и сар., 2007).  

 Иако ROS представљају токсичне нуспроизводе ћелијског метаболизма, имају улогу у 

регулацији различитих сигналних путева у ћелијама. Функционисање многих протеина зависи од 

редокс статуса ћелије. У физиолошким концентрацијама ROS регулишу молекуларне механизме 
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многобројнох физиолошких процеса у ћелијама, штите организам од патогена, имају кључну 

улогу у имунском одговору, ћелијској пролиферацији, инфламацији, ћелијској адхезији, 

метаболичким процесима, старењу и апоптози (Sen, 1998; Droge, 2002; Halliwell и Gutteridge, 2006; 

Štajn и сар., 2007; Stanković и сар., 2011).  

3.1.1. Супероксид анјон радикал (О2
.-) 

  Једноелектронском редукцијом молекулског кисеоника настаје супроксид анјон радикал, 

према следећој реакцији:  

O2 + 1e- → О2
.- 

  Супероксид анјон радикал настаје у готово свим аеробним ћелијама, а најзначајнији 

процес у коме се ствара је респираторни ланац митохондрија (Halliwell и Gutteridge, 1999; 

Andreyev и сар., 2005). Значајне количине се продукују у ендоплазматичном ретикулуму, 

рекцијама оксидаза (ксантиноксидаза, P450 оксидаза, NAD(P)H оксидаза, липооксигеназа, 

циклооксигеназа, алдехидоксидаза). Могу настати дејством различитих лекова, најчешће 

цитостатика, зрачења, биотрансформацијом егзогених и ендогених супстрата (Liochev и Fridovich, 

1994; Droge, 2002).  

 У физиолошким условима ензим супероксид дисмутаза (SOD) својом активношћу 

трансформише О2
.- у мање реактиван Н2О2. Може бити вишеструко штетан за ћелију, учествујући 

у формирању других ROS, реакцијом са различитим биолошким супстратима као редукционо или 

оксидационо средство. Индукује пероксидацију липида, оштећује ензиме, ремети синтезу ДНК и 

учествује у процесу канцерогенезе и настанку многих болести (Žikić и сар., 2000; Droge, 2002).   

 У физиолошким концентрацијама О2
.- имај значајну улогу у сигналној трансдукцији преко 

мембранских рецептора, контроли вентилације и активацији имунолошких функција (Droge, 2002; 

Dumitru и сар., 2007).  

3.2. Азот моноксид и реактивне врсте азота (RNS) 

 Поред ROS, у организму се продукују и реактивне врсте азота (енгл. Reactive Nitrogen 

Species, RNS). Азот моноксид (енгл. Nitric Oxide, NO.), као извор свих RNS,  је неполаран, високо 

дифузибилан сигнални молекул, који има особине слободних радикала јер садржи један неспарен 

електрон. Лако дифундује кроз ћелијске мембране и ствара комплексе са многим циљним 

молекулима у скоро свим системима органа (Ignarrо, 1999). Механизми молекуларног дејства могу 

бити директни у којима директно интерагује са циљаним молекулима и индиректни где првобитно 

реагује са молекуларним кисеоником и О2
.- са којима ствара RNS (Wink и Mitchell, 1998).  
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Азот моноксид настаје из L-аргинина активношћу ензима азот оксид синтетазе (енгл. Nitric 

Oxide Synthethase, NOS), при чему током оксидо-редукционог процеса првобитно долази до 

стварања L-цитрулина. Постоји неколико изоформи овог ензима: ендотелна (еNOS), неуронална 

(nNOS), индуцибилна (iNOS) и митохондријална (mtNOS) (Moncada и сар., 1991, Elfering и сар., 

2002).  

Азот моноксид представља важан унутарћелијски сигнални молекул, учествује у 

регулацији бројних физиолошких процеса и има улогу медијатора у многим молекулским 

механизмима који доводе до патолошких стања (Dedon и Tannenbaum, 2004). Тип хемијске 

реакције којој је подвргнут и микросредина одређују улогу NO као сигналног молекула или 

снажног цитотоксина (Jourdheuil и сар., 2001). Значајан је као вазодилататор, неуротрансмитер, 

антимикробни молекул и имуномодулатор (Geller и Billiar, 1998) и велика група лекова из групе 

нитропрепарата остварује своје физиолошке ефекте у организму управо ослобађањем азот 

моноксида (Ignarro и сар., 2002; Marković и сар., 2006, 2007, 2014). Постоји неусаглашеност 

ставова о улози NO у физиолошким и патофизиолошким стањима јер биолошки ефекти зависе од 

продуката насталих у метаболизму и реакцијама са другим једињењима. Унутарћелијски NO брзо 

формира нитрите и нитрате, S-нитрозо-тиоле, нитроксил анјоне (NO-) или пероксинитрите (ONOO-

)(Wink и Mitchell, 1998; Marković и сар., 2006, 2007). Метаболити NO могу бити генотоксични 

(Felley-Bosco, 1998), изазвати оштећења и модификације ДНК, најчешће формирањем 

пероксинитрита (Ambs и сар., 1997; Felley-Bosco, 1998). Ове реакције могу бити повезане са 

изазивањем апоптозе, инхибицијом ензима одговорних за поправку ДНК или липидном 

пероксидацијом (Wink и Mitchell, 1998; Felley-Bosco, 1998; Marković и сар., 2006, 2007).  

 3.3. Ефекти ROS и NO на канцер и апоптозу 

Редокс регулација има кључну улогу у преживљавању ћелија, регулацији сигналних 

путева, метаболичким процесима, активацији различитих транскрипционих фактора. Оксидациони 

стрес се дефинише као поремећај прооксидационо-антиоксидационе (редокс) равнотеже. Ради се о 

озбиљно нарушеном балансу између продукције ROS и RNS са једне стране и антиоксидационе 

заштите са друге стране, при чему се фаворизују прооксиданси узрокујући потенцијална оштећења 

ћелија и многобројне патолошке појаве, укључујући и малигне болести (Droge, 2002; Halliwell и 

Gutteridge, 2006).  

 Иако апоптоза и канцерогенеза представљају два супротна процеса, ROS имају подједнако 

битну улогу у оба. Започињање процеса канцерогенезе је повезано са оксидационим оштећењима 

ДНК. Ћелије брзо реагују на дисбаланс редокс равнотеже на многобројне начине и ови рани 
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догађаји одређују да ли ће ћелија окончати живот некрозом, апоптозом или ће преживети и 

пролиферисати. Проканцерогена активност ROS укључује стимулацију и промоцију ћелијске 

пролиферације, инвазивност, ангиогенезу, метастазу и инхибицију апоптозе, док антитуморски 

ефекти подразумевају њихов утицај на застој ћелијског циклуса, изазивање апоптозе и некрозе, 

инхибицију ангиогенезе (Stanković и сар., 2011; Žižić и сар., 2011; Stojnev и сар., 2013). У процесу 

апоптозе иницијална оштећења изазвана оксидационим стресом не убијају ћелију директно, већ 

учествују у активацији сигналних путева који ћелију воде у смрт (Mates и сар., 2012).  

 Улога ROS у апоптози је доказана у многобројним студијама где додатак ниских доза ROS 

индукује апоптозу и чињеницом да различити антиоксиданси могу инхибирати апоптозу. 

Реактивне врсте кисеоника могу индуковати апоптозу преко спољашњег апоптотског пута, 

повећањем експресије рецептора смрти, као и преко унутрашњег, митохондријалног пута (Žlender, 

2003; Ozben, 2007). Приликом интеракције рецептора смрти са лигандом и активације спољашњег 

апоптотског пута активира се и никотинамид аденин динуклеоти фосфат (NADPH) оксидаза која 

продукује ROS (Park и сар., 2012) . Такође, активацијом NF-kappaB протеина (енгл. Nuclear Factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) повећава се транскрипција антиапоптотских 

протеина FLIP (енгл. FLICE Inhibitory Proteins), који инхибирају каспазу 8 и 10, MnSOD, Bcl-X и 

IAP који блокирају апоптозу (Micheau и сар., 2001).  

 Показано је да дисфункција митохондрија има кључну улогу у изазивању апоптозе. 

Неправилна функција митохондрија доводи до смањења митохондријалног метаболизма, 

дисбаланса у мембранском потенцијалу митохондрија, смањене респирације и оксидативне 

фосфорилације, и коначно изазивања апоптозе (Simon и сар., 2000). Супероксид анјон радикал 

мења митохондријалну функцију и индукује апоптозу (Caro и Cederbaum, 2006; Ricci и сар., 2008). 

Повећана продукција О2
.- доводи до нарушавања редокс баланса у ћелији, интегритета 

митохондрија и интеракције са протеинима спољашње митохондријалне мембране. Протеини Bcl-

2 фамилије одређују осетљивост ћелија на апоптозу регулишући баланс између проапоптотских 

(Bax, Bak, Bad, Bim и Bid) и антиапоптотских протеина (Bcl-2, Bcl-XL и Bcl-W). У присуству 

апоптотског стимулуса, као што је ROS, Bid протеин изазива Bax/Bak олигомеризацију која 

доводи до формирања пора на митохондријалној мембрани, ослобађања Cyt c и активације каспазе 

9 што доводи до апоптозе (Lee и Wei, 2000).  

 Многобројне студије показују да бројне антитуморске супстанце и радиотерапија изазивају 

апоптозу захваљујући способности да продукују ROS у малигним ћелијама (Sánchez и сар., 2010; 

Brodská и Holoubek, 2011; Stanković и сар., 2011). Антитуморска једињења која стварају ROS у 

ћелијама доводе до трошења унутарћелијског антиоксидационог капацитета и када концентрација 
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ROS достигне одговарајући праг активирају се апоптотски сигнални путеви. У недостатку 

одговарајуће антиоксидационе заштите, настала оштећења и ROS доводе до активације 

апоптотских гена. Унутарћелијски повећана концентрација ROS може активирати редокс 

сензитиван SAPK/JNK (енгл. Stress Activated Protein Kinases/Jun amino-terminal Kinases) сигнални 

пут, често укључен у трансактивацију гена и посттранслациону обраду протеина неопходних за 

апоптозу. Показано је да веома високе концентрације ROS у малигним ћелијама изазивају некрозу 

(Ozben, 2007).  

 Механизми којима ROS постижу антиапоптотске ефекте нису комплетно истражени. 

Различите ефекте на ћелије у великој мери постижу  регулацијом активности транскрипционих 

фактора, као што су HIF-1α (енг. Hypoxia Inducible Factor 1 alpha), NF-kB и други (Turpaev, 2002; 

Acker и сар., 2006). Постоји хипотеза да ROS инактивирају каспазе, које садрже тиолну групу, 

веома осетљиву на редокс модулације оксидацијом и S-нитрозилацијом, а свака модификација 

доводи до инхибиције њихове активације (Curtin и сар., 2002).  

 Ефекти NO на канцер могу бити стимулативни и супресорни што зависи од врсте канцера 

и концентрације NO, настале (не)равнотежом између његове продукције и инактивације. Најчешће 

су последица промене редокс статуса у ћелијама и потенцијалне интеракције са О2
.-, при чему 

настаје пероксинитрит који даље индукује оксидациони стрес и веома је токсичан за ћелије (Wink 

и Mitchell, 1998; Herdener и сар., 2000). За време почетног раста канцера, макрофаге убијају 

малигне ћелије NO зависним механизмом, али такође NO може подстаћи ангиогенезу, појачати 

раст канцера, инвазију и метастазу (Lala и Orucevic, 1998).   

Апоптотски ефекти NО су дозно зависни и специфични за тип ћелијске линије, где  може 

имати про- и антиапоптотске ефекте. Високе концентрације NO су углавном цитотоксичне, док 

ниске концентрације могу штитити ћелије од оштећења и апоптозе (Ambs и сар., 1997). Други 

фактор битан за процес апоптозе је експресија iNOS у различитим малигним ћелијама, која може 

створити високе концентрације NO у дужем временском периоду (Dimmeler и Zeiher, 1997).  

Азот моноксид може директно изазвати повећање пропустљивости митохондријалне 

мембране, ослобађањем Cyt c, активирати каспазу 8 или изазвати  цепање Bid што ћелију води у 

апоптозу (Brookes и сар., 2000). Проапоптотски ефекти NO и iNOS су повезани са акумулацијом 

p53 протеина у ћелији, смањеном експресијом антиапоптотског bcl-2 и повећаном транскрипцијом 

проапоптотског bax гена, инактивацијом ензима протеин киназе C, настанком директних 

оштећења ДНК (процесом деаминације, нарочито у регионима богатим цитозином), инхибицијом 

синтезе ДНК, различитим оштећењима ћелија (Kocić и сар., 2003).  
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 Са друге стране, показано је да NO штити поједине типове ћелија од апоптозе (Dimmelder 

и сар., 1997; Kwon и сар., 2001). Антиапоптотски ефекти се остварују инхибицијом активности 

каспаза, укључујући каспазу 3, 1 и 8. Активност каспаза се инхибира директно S-нитрозилацијом 

(Dimmeler и сар., 1997; Kim и сар., 1997; Mannick и сар., 2001). Други могући механизам 

блокирања апоптозе је спречавање везивања прокаспазе 9 за APAF 1 и немогућност формирања 

апоптозома. Показано је да се инхибицијом iNOS и смањењем концентрације NO повећава 

осетљивост малигних ћелија на третман, као што је цисплатина (Tang и Grimm, 2004). Обзиром на 

то, циљана инхибиција iNOS и самим тим смањење концентрације NO може бити ефективан 

терапеутски покушај у третману канцера. 

 3.4. Антиоксидациони заштитни систеm (AOS) 

 Антиоксидациони заштитни систем настао је током еволуције како би се спречила, 

ограничила или „поправила“ оштећења настала деловањем реактивних врста. Антиоксиданси 

имају способност стабилизације, односно деактивације ROS (Droge, 2002; Halliwell и Gutteridge, 

2006; Štajn и сар., 2007). Антиоксидациони заштитни систем се састоји од ензимских и 

неензимских компоненти. Неензимске компоненте AOS обухватају супстанце растворљиве у 

мастима (витамин А, провитамин А, витамин Е, коензим Q) и супстанце растворљиве у води 

(витамин Ц, глутатион, мокраћна киселина, хистидин и др.). Поред њих у ћелијама постоје 

антиоксидациони ензими, као што су супероксид дисмутаза (SOD), каталаза (CAT), глутатион 

пероксидаза (GSH-Px), глутатион редуктаза (GR), глутатион S-трансфераза (GST) и др. (Žikić и 

сар., 2000; Halliwell и Gutteridge, 2006; Štajn и сар., 2007). 

 Антиоксиданси играју кључну улогу у превенцији многих болести, укључујући и канцер. 

Антиоксидационе супстанце природног порекла имају велику предност у односу на синтетске, за 

које је утврђен низ нежељених ефеката, као и генотоксична активност. Лековитост великог броја 

биљака које се користе у фармацији и народној медицини последица је присуства различитих 

биоактивних једињења са изузетно високом антоксидационом активношћу.   

 3.4.1. Глутатион (GSH) 

 Глутатион (GSH) је трипептид (γ-L-глутамил-L-цистеинил-глицин), који представља 

неензимску компоненту AOS и присутан је у свим ћелијама сисара као слободан или везан у 

цитосолу, једру, митохондријама или микрозомима (Žikić и сар., 2000). Синтетише се активношћу 

γ-глутамилцистеин синтетазе (GCS) и глутатион синтетазе (GS) у серији ензимских реакција 

(Meister и Anderson, 1983; Griffith, 1999). Глутатион у ћелијама постоји у редукованој (GSH) и 
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оксидованој форми (GSSG). Одржавање оптималног односа GSH:GSSG у ћелији је кључно за 

преживљавање ћелија, а дефицит GSH може довести до оксидационих оштећења (Schafer и 

Buettner, 2001; Marković и сар., 2010, 2011а, 2014). 

 Глутатион има многобројне улоге у ћелији: у синтези и деградацији протеина, у 

формирању дезоксирибонуклеотида, складиштењу и транспорту цистеина, регулацији ћелијског 

редокс баланса, заштити ћелија од слободних радикала и у детоксикацији, као кофактор ензима 

глутатион S-трансферазе. Многи ксенобиотици и електрофилни молекули конјугују са GSH и 

настали конјугати углавном се транспортују изван ћелије (Alary и сар., 2003; Ralat и сар., 2006). 

Заштитна улога GSH од оксидационог оштећења заснива се на способности да реагује 

сулфхидрилном групом (-SH) у директној и брзој реакцији са реактивним врстама (Žikić и сар., 

2000; Marković и сар., 2010, 2011а, 2014). Одржавањем редокс хомеостазе у ћелији GSH доприноси 

регулацији функције целуларних протеина, ћелијског циклуса, апоптозе, некрозе и ћелијске 

сигнализације (Yuan и Kaplowitz, 2009). Може мењати активност многобројних гена одговорних за 

стрес, регулисати гене за ћелијску пролиферацију, диференцијацију и апоптозу (Wiseman и 

Halliwell, 1996; Arrigo, 1999). 

 Многи типови канцера имају повишен ниво ROS и RNS у поређењу са нормалним ткивом 

(Toyokuni и сар., 1995; Kawanishi и сар., 2006), као и повишен ниво антиоксидационих ензимских 

и неензимских компоненти, међу којима је и GSH (Goodwin и Baylin, 1982). Ово повећање може 

бити резултат адаптивног одговора на оксидациони стрес. Иако је GSH важан у детоксикацији од 

канцерогена, показано је да код многих типова канцера повећава резистенцију и смањује 

цитотоксичност многих хемиотерапеутских лекова и зрачења (Ganesaratnam и сар., 2004). 

Показано је да манипулација редокс статусом у малигним ћелијама може имати терапеутски 

значај, тако што повећање ROS или смањење антиоксидационе способности може бити токсично 

за малигне ћелијe.  

 3.5. Глутатион S-трансфераза (GST)  

 Глутатион S-трансфераза припада великој фамилији функционално различитих ензима, 

који катализују конјугацију глутатиона са различитим електрофилним једињењима, делујући као 

везујући протеини за различите супстрате чиме се олакшава њихов транспорт и везују се 

ковалентно за неке канцерогене, антитуморске лекове и секундарне метаболите биљака (Gyamfi и 

сар., 2004). На тај начин укључена је у детоксикацију многих ксенобиотика, канцерогена, епоксида 

и других супстанци.  
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 Солубилна GST у ткивима је класификована у шест група: alpha, mu, pi, sigma, kapa и thetа 

(Armstrong, 1997). Pi класа глутатион трансфераза (GSTP1) има битну улогу у одбрамбеном 

механизму ћелија од цитотоксичних и канцерогених лекова, а супстрати за GSTP1 sу разни 

природни супстрати, као и хемијска једињења. Иако GST катализује реакције које штите ћелију од 

токсина и канцерогена, многа сазнања показују да је GST прихваћена као тумор маркер и 

укључена у појаву резистенције на лекове (Zhang и сар., 1998). Повишен ниво и активност GST у 

многим типовима канцера одговорни су за појаву резистенције на цитостатике и смањење 

ефикасности хемиотерапије. Прекомерно експримирана GST може обезбедити малигним ћелијама 

боље преживљавање у односу на здраве ћелије (Cullen и сар., 2003; Coruh и сар., 2007).  

 Обзиром на то да многе биљке могу мењати активност метаболичких ензима (Gyamfi и 

сар., 2004; Coruh и сар., 2007), испитивање и проналазак нових антиоксиданаса са инхибиторном 

активношћу на GST је веома важно због потенцијалног коришћења биљака у комбинованим 

терапијама. Циљање овог ензима са природним или синтетисаним малим молекулама пружа 

корист у превенцији и третману канцера.  

GSTP1 има улогу у регулацији апоптозе, мењајући активност ЈNК киназе (енгл. Jun N-

terminal Кinase) коју инхибира и на тај начин зауставља апоптозу (Adler и сар., 1999). Због тога 

инхибиција GSTP1 активности у појединим ћелијским линијама доводи до активације процеса 

апоптозе (Bernardini и сар., 2000).  

3.6. Цитохром P450 ензими 

 Цитохром P450 (CYP450) ензими имају кључну улогу у метаболизму различитих врста 

ендогених и егзогених једињења, укључујући канцерогене материје из окружења, биљне токсине и 

различите врсте антитуморских лекова. Име "цитохром P450" потиче од чињенице да је обојен 

(chrome), ћелијски протеин (cyto), пигмент који апсорбује светлост на 450 nm (Meunier и сар., 

2004). Цитохром P450 изоензими су подељени у две класе. Прву чине стероидни CYP ензими, 

углавном локализовани у митохонријама и одговорни за претварање одговарајућих супстанци у 

биолошки потребне конституенте, као што су стероиди, холестерол и др. Ови ензими укључују 

фамилију CYP7, CYP11, CYP17, CYP19, CYP21 и CYP27. Другу групу чине ксенобиотички CYP 

ензими (фамилије CYP1, CYP2, CYP3 и CYP4) који су локализовани на ендоплазматичном 

ретикулуму и одговорни су за биотрансформације ксенобиотика, као што су токсини, 

карциногени, лекови и мутагени (Hayes и Pulford, 1995). Друга група ензима има битну улогу у 

развоју и третману канцера и веома су заступљени у ткивима канцера дојке, колона, плућа, 
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оваријума итд. (Hashizume и сар., 2002). Изоформе CYP1А1 и CYP1B1 су идентификоване као 

главне форме CYP1, присутне у великом броју канцера (Murray и сар., 2001).  

 4. Употреба лековитих биљака у народној медицини 

 Поред тога што су корисне као извор минерала, витамина, биљних уља и великог броја 

важних органских једињења, биљке се користе као извор медикамената, у превенцији и лечењу 

многих болести. Употреба природнх производа, посебно биљака у медицинске сврхе датира од 

најранијих корена цивилизације. Појам народна или традиционална медицина односи се на 

примену, приступ и веровање у употребу биљака и животиња и њихових продуката за превенцију 

и терапију многих болести (Ravelo и сар., 2004). Као медицински значајне, биљке су коришћене у 

многим земљама и велики број лекова у клиничкој употреби је добијен из биљака. Светска 

Здравствена Организација процењује да се 80% становника ослања на традиционалну медицину за 

своју примарну здравствену заштиту (Sakarkar и Deshmukh, 2011). Висока цена, штетни ефекти и 

резистенција на тренутно коришћене лекове води ка повећаној пажњи и коришћењу биљака као 

извора медикамената (Joy и сар., 2001). Повољни фактори су цена и њихова доступност, а циљ 

коришћења биљака као извора терапеутских агенаса је да се изолују биоактивне компоненте за 

директну употребу (нпр. морфин, таксол, винбластин, винкристин), као и да се произведу 

биоактивна једињења нових или познатих структура са бољом активношћу и мањом токсичношћу 

на здраве ћелије (Fabricant и сар., 2002). Сарадња између традиционалне медицине и модерне 

биотехнологије треба да води ка развоју нових лекова. 

4.1. Биљке са антитуморским својствима 

 Биљке, као извор биоактивних једињења, су одувeк коришћене у превенцији и лечењу 

канцера. Велики број антитуморских лекова, чак 60%, потиче из природних извора (Newman и 

сар., 2003; Cragg и Newman, 2005).  

Интензивна истраживања антитуморских супстанци почињу изолацијом винка алкалоида 

(винбластина и винкристина) из биљке Catharanthus roseus G. Don. То су били први агенси у 

клиничкој употреби у третману канцера, примарно коришћени у комбинацији са другим 

хемиотерапеутицима (Gueritte и Fahy, 2005). Откриће паклитаксела (Taxol) из тисове коре Taxus 

brevifolia Nutt. (Taxaceae) и других врста рода Taxus је друга потврда успеха природних супстанци 

у лечењу канцера. Паклитаксел је показао значајну активност на малигне ћелије пореклом из 

различитих органа (Kingston, 2005). Камптотецин, изолован из кинеског украсног дрвета 
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Camptotheca acuminate Decne (Nyssaceae) и иринотекан, синтетисан дериват камтотецина 

коришћени су за третмане карцинома оваријума, плућа и колоректалног карцинома (Rahier и сар., 

2005). Епиподофилотоксин је изомер подофилотоксина који су изоловани из коренова биљака из 

рода Podophyllum. Етопсид и тенипосид су два широко синтетисана деривата 

епиподофилотоксина, коришћена у третману лимфома и карцинома простате (Lee и Xiao, 2005). 

Хомохаринготонин изолован из кинеског дрвета Cephalotaxus harringtonia var. drupacea Sieb и 

Zucc., такође је агенс природног порекла у клиничкој употреби (Cragg и Newman, 2005; Shoeb, 

2006; Prakash и сар., 2013).  

Осим наведених, изолован је и идентификован велики број биоактивних једињења из 

биљака. Неки од њих су у клиничкој употреби или у фази преклиничког тестирања. Истраживање 

нових антитуморских агенаса из природних извора се базира на испитивањима цитотоксичности 

на различитим ћелијским линијама и in vivo моделима (Dholwani и сар., 2008; Prakash и сар., 2013; 

Žižić и сар., 2013). Неки од могућих механизама дејства биљака на канцер су инхибиција 

пролиферације малигних ћелија директно стимулацијом макрофагних фагоцита повећањем 

активности "природних убица", повећавање броја леукоцита стимулацијом хематопоезне функције 

(Haddad и сар., 2005) и изазивање апоптозе малигних ћелија (Daniel и сар., 2006). Многе биљке 

показују активност тако што интерагују са тубулином и потпомажу деполимеризацију тубулина 

или инхибирају топоизомеразу I (Cragg и Newman, 2004). Са проналаском великог броја 

молекулских механизама који учествују у појави и развоју канцера повећао се број испитиваних 

једињења и њихових ефеката на различите компоненте сигналних путева.  

Антитуморски ефекти биљних екстракта су углавном резултат кумулативне активности и 

синергистичких интеракција различитих компоненти присутних у биљци (Zhang и сар., 2003). За 

многе биљне врсте није потврђен молекуларни механизам њиховог антитуморског деловања и 

потенцијална антитуморска својства многих биљакa нису испитана. Такође, нису испитане њихове 

међусобне интеракције и интеракције са хемиотерапеутицима приликом њихових евентуалних 

комбинација. 

4.2. Биолошки активне компоненте биљака 

 Истраживања показују да исхрана намирницама које садрже фитохемикалије може имати 

повољан утицај на здравље људи (Boue и сар., 2009). Биолошки активне компоненте заступљене у 

биљкама су на првом месту фенолна једињења, фитоестрогени, фитостероли, лектини, 

олигосахариди и полинезасићене масне киселине (Gee и сар., 2001).  
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Поред примарног метаболизма у коме настају основни биомолекули као што су протеини, 

угљени хидрати и липиди (Kruger и сар., 1999; Smith и Guerinot, 2003), у биљкама се синтетишу 

одређена једињења која немају нутритивну вредност, али показују одређена биолошки активна 

својства (Blumenthal и сар., 2000). Ова једињења се називају секундарни метаболити или 

фитохемикалије и углавном су резултат адаптације биљке на услове животне средине. Секундарни 

метаболити имају значајну улогу као одбрамбени механизми на биотичке и абиотичке утицаје, 

значајни су у еколошким интеракцијама биљака, као пигменти и имају многе друге улоге. 

Међусобно се разликују у погледу хемијске грађе и функције, заступљености код различитих 

биљака или таксона. Квантитативно-квалитативни састав се мења током вегетационог периода, 

годишњег доба, а зависи и од самог стања биљке, присуства или одсуства стреса и др. (Oh и сар., 

2009; Khan и сар., 2011). 

 У односу на присуство или одсуство атома азота у свом молекулу секундарни метаболити 

биљака су подељени на две групе. Фенолна једињења и терпеноиди чине прву групу, која у својим 

молекулима не садржи атоме азота, док другој групи (алкалоиди и антибиотици) припадају 

секундарни метаболити који садрже атоме азота у својим молекулима (Wink, 2004; Mazid и сар., 

2011). 

 Фенолна једињења или полифеноли представљају широко распрострањену групу 

метаболита биљака, која обухвата разноврсне биомолекуле као што су фенолне киселине, 

флавоноиди, кумарини, лигнани, танини и др. (Crozier и сар., 2006). Заједничка карактеристика 

фенолних једињења је да садрже ароматичан (бензенов) прстен са једном или више хидроксилних 

(OH) група. Сложеније грађена фенолна једињења могу садржати већи број ароматичних 

прстенова од којих сваки садржи најмање једну хидроксилну групу (Quideau и сар., 2011). До 

данас је идентификовано неколико хиљада различитих врста фенолних једињења, која се у 

биљкама налазе у слободном облику, у облику гликозида или у комплексу са другим молекулима 

(Hattenschwiler и Vitousek, 2000; Boskou, 2006). Фенолна једињења су веома заступљена у воћу, 

поврћу, вину, као и у лековитим и ароматичним биљкама (Robbins, 2003).  

Једна од веома бројних класа фенолних једињења заступљених у биљкама су флавоноиди 

(Nijveldt и сар., 2001). Идентификован је и описан велики број флавоноида биљног порекла са 

основном биолошком улогом пигмената (Tanaka и сар., 2008). За једињења ове групе је 

карактерисична хетероциклична молекулска структура типа C6-C3-C6 коју чине два бензенова 

прстена повезана алифатичним низом (Harborne и Williams, 2000; Tapas и сар., 2008).  

 Фенолна једињења, укључујући и флавоноиде, се због своје ароме и лековитости 

употребљавају у медицини, фармацеутској, козметичкој и прехрамбеној индустрији. 
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Фармаколошко деловање фенолних једињења повезано је са хемијском структуром њихових 

молекула. Пошто постоји велики број различитих хемијских структура ових једињења, веома је 

широк и спектар њихове активности и терапијске примене. Од биолошких ефекта у in vitro и in 

vivo условима испољавају антимикробну, антиоксидациону, антитуморску и низ других 

активности због чега имају широку примену у фармацији (Rice-Evans и сар., 1997; Manach и сар., 

2004; Merkl и сар., 2010; Quideau и сар., 2011).  

 Фенолна једињења постижу антиоксидациона својства уз помоћ неколико механизма. 

Поседују идеалну хемијску структуру за везивање слободних радикала због присуства фенолне 

хидроксилне групе која тежи да преда електрон другом слободном радикалу. Веома су добри 

хидроген донори, могу реаговати са реактивним врстама, као што су ROS и RNS (Ralston и сар., 

2005). У овој реакцији са реактивним врстама, формира се радикалска форма која има много већу 

хемијску стабилност од почетних радикала. Фенолна једињења могу смањити или зауставити 

настајања реактивних врста инхибицијом ензима и способношћу хелирања прооксидационих 

металних јона (Fe2+, Cu2+, Zn2+ и Mg2+) укључених у продукцију слободних радикала. Такође, 

фенолна једињења могу имати антиоксидациону активност регулацијом, одржавањем и заштитом 

антиоксидационих компоненти ћелије. Могу активирати антиоксидационе ензиме или инхибирати 

прооксидационе ензиме (липоксигеназе, NAD(P)H оксидазе, ксантин-оксидазе, цитохром P-450) 

(Dai и Mumper, 2010). 

 Осим улоге антиоксиданаса, феноли могу иницирати оксидационе процесе и под 

одређеним условима деловати као прооксиданси, тако што одржавају или повећавају каталитичку 

активност редукујућих метала и на тај начин повећавају њихову способност да формирају 

слободне радикале. Фенокси радикал може такође реаговати са кисеоником и створити хиноне (P 

= O) и О2
.-. Најчешће мала фенолна једињења која се лако оксидују, као што су кверцетин и гална 

киселина поседују прооксидациона својства, док молекули са великом молекулском масом, као 

што су танини, имају малу или уопште немају прооксидациону активност. Антиоксидациона 

активност у in vivo и in vitro условима се драматично разликују, јер се и услови средине у којима се 

реакције одвијају разликују (Dai и Mumper, 2010).  

 Епидемиолошке студије показују да исхрана богата воћем и поврћем значајно смањује 

ризик од настанка канцера, сугеришући да би одређени антиоксиданси могли бити ефективни 

агенси за превенцију ове болести (Fresco и сар., 2006). Последњих година, проналазак једињења 

добијених из биљака и њихово тестирање на антитуморску активност представља главну област 

експерименталног истраживања. Многобројне in vivo и in vitro студије наводе антитуморски 

потенцијал ових једињења. Велики број изолованих фенолних једињења укључујући 



 

 

антоцијанине, кафеинску киселину

инхибирају раст ћелија различитих

Rajendra Prasad и сар., 2011; Shukla и
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способношћу да купе и смањују

оксидационих оштећења, као једног

2007). Осим тога, могу инхибирати

канцерогенима и зрачењем (Tobi и сар

стране, антитуморска активност фенола

сигналних путева ћелијског раста
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(Gopalakrishanan и сар., 2006). Показују
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Слика 6. Потенцијални антитуморски
(модификовано

кафеинску киселину, кампферол, кверцетин, естре кумаринске

различитих врста канцера (Volate и сар., 2005; Dai и

Shukla и сар., 2011; Li и сар., 2014а, 2014б).   

постићи инхибиторне ефекте у канцерогенези путем два

статуса ћелија и интеракцијом са основним ћелијским
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., 2006). Показују ефекте на све фазе развоја канцера и мењају

активности проканцерогена инхибицијом ензима фазе I и II метаболизма

убрзавајући детоксикацију и елиминацију канцерогена. Феноли

миграцију, инвазију, ангиогензу и метастазу малигних ћелија

 

туморски ефекти биљних фенола у свим фазама развоја
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 4.3. Екстракти биљака  

 Добијање биљних екстраката, односно екстракција биолошки активних једињења из 

биљака, је први и кључни корак за добијање једињења која се касније изолују и користе као 

додаци храни, медикаменти, у козметичкој индустрији и фармацији. Фитохемикалије се могу 

екстраховати из свежег, замрзнутог и сувог биљног материјала.  

Најчешће коришћена екстракција, због своје ефикасности и широке применљивости, је 

екстракција помоћу одговарајућих растварача. Квалитет и састав биљног екстракта зависи од 

врсте растварача, његове поларности, времена екстракције, односа узорка и растварача, као и од 

хемијског састава и физичких карактеристика биљке која се екстрахује. Растворљивост фенола, 

као компоненти биљке са најбољим биолошким ефектима, зависи од његове хемијске структуре и 

поларности коришћеног растварача (Lapornik и сар., 2005; Sineiro и сар., 2008). Биљни материјал 

може садржати феноле који су присутни појединачно (фенолне киселине, антоцијанини) и високо 

полимеризоване супстанце (танине) у различитим количинама. Такође, могу бити повезани са 

другим биљним компонентама као што су карбохидрати и протеини. Екстракцијом се добија 

смеша фенола растворљивих у коришћеном растварачу која може садржати и неке нефенолне 

супстанце као што су шећери, органске киселине и масти. Растварачи, као што су метанол, етанол, 

етилацетат, ацетон и њихове комбинације су најчешће коришћени за екстракцију фенола из 

биљног материјала (Dai и Mumper, 2010). Бирање одговарајућег растварача утиче на количину и 

однос екстрахованих фенолних једињења (Xu и Chang, 2007). Постоји висока позитивна 

корелација између ефикасности екстракционе процедуре и биолошке активности. У пракси, 

метанол се показао као најефикаснији растварач за екстракцију фенолних једињења мање 

молекулске масе, док се фенолна једињења велике молекулске масе боље екстрахују ацетоном или 

водом (Dai и Mumper, 2010). Етанол је такође добар растварач фенолних једињења и безбедан је за 

људску употребу (Shi и сар., 2005). Различити растварачи екстрахују различите врсте фенолних 

једињења. Етилацетат екстрахује алкалоиде, агликоне и гликозиде, ацетон најбоље екстрахује 

флавоноле, алкалоиде и агликоне, док метанол екстрахује сапонине, танине, феноне, флавоне, 

шећере, аминокиселине, антоцијанине, терпеноиде, лактоне (Houghton и Raman, 1998; Gupta и сар., 

2012).  

На екстракцију фенолних једињења може да утиче и време екстракције, као и температура. 

Многа фенолна једињења се лако хидролизују или оксидизују. Дуго време екстракције и висока 

температура повећавају шансу оксидације фенолних једињења што смањује принос фенолних 

једињења у екстракту (Dai и Mumper, 2010). 



 

Увод 

 

34 
 

4.4. Морфолошке, систематске и еколошке карактеристике изабраних врста биљака. 

Биолошка активност и употреба у народној медицини 

Обзиром да се у превенцији и терапији колоректалног карцинома све више користе 

препарати биљног порекла, а недовољно су испитиване биљке флоре Србије, у докторској 

дисертацији је тестиран антитуморски потенцијал и механизми проапоптотског деловања 

лековитих биљака Teucrium chamaedrys, Allium flavum, Gentiana punctata, Ligustrum vulgare и 

Centaurium erythrea. Изабране врсте биљака припадају различитим фамилијама, али оно што је 

заједничко за њих је да се мање или више користе у народној медицини, као чајеви, алкохолни и 

безалкохолни напици, сирупи, тинктуре и биљне капи, мелеми против шуљева и улазе у састав 

препарата намењених третманима различитих дигестивних проблема. Делотворне су у 

ублажавању дигестивних тегоба, побољшању апетита и варења, смањењу мучнине, горушице и 

надимња.  

4.4.1. Teucrium chamaedrys L. (подубица, дубац, дубчац) 

 T. chamaedrys је вишегодишња, полужбунаста биљка из породице Lamiaceae. Корен биљке 

је делимично дрвенаст, а развија и подземне столоне. Стабла су усправна или се издижу и 

разграната су.  Старије гране обично леже на земљи, али се не укорењавају, док су млађе усправне, 

високе 10-25 cm. Стабло и изданци су местимично покривени нежлезданим и жлезданим длакама. 

Листови са кратком лисном дршком су прилично густо распоређени на стаблу, јајастог или 

елиптичног облика, назубљени по ободу, наспрамно постављени и унакрсно распоређени. Наличје 

је светлије од лица листа. Цветови су дугачки 10-12 mm, стоје усправно на дугачким дршкама, 

сложени у пазуху приперака у привидне пршљенове тако да сви заједно граде привидне 

терминалне гроздове, често окренуте на једну страну. Плодови су ситне орашице, јајастог облика, 

са мрежастом површином (Dikli ć, 1974; Mišić и Lakušić, 1990).  

Биљка расте на сушним камењарима, нарочито на кречњаку, на пашњацима, у светлим 

храстовим и боровим шумама, на ливадама и осипима. У фитогеографском погледу T. chamaedrys 

је медитеранско-средњоевропска врста, распрострањена на територији средње Европе, Средоземне 

области, западне Азије и северне Африке. Веома добро је распрострањена на територији Србије, 

заступљена у готово читавој јужној и источној Србији, као и у југозападним деловима. Одсуствује 

или је веома ретка у северним, равничарским деловима (Dikli ć, 1974, Stanković, 2012). 



 

 

Слика 7

Врсте из рода Teucrium 

употребе биљака у лечењу болести

Веома су богате биоактивним једињењима

активностима (Yin и сар., 2009; Hasani

 T. chamaedrys је познат у народу

широко коришћених лековитих би

горког укуса делују на органе за варење

секрецију жучи, ублажавају последице

хемороиде и побољшавају варења хране

(Sarić, 1998; Bagci и сар., 2010). Поседује

антитуморска својства (Ulubelen, 2000; Kucuk, 2006; 

4.4.2. Allium flavum L.  

 Allium flavum L. је вишегодишња

je јајолика, са јако издуженом у горњем

усправно или чешће повијено устајуће

je узано линеарно, голо, са плавичастим

кончасте, до 3 пута дуже од перигона

mm. Насељава сува, каменита станишта

Шпанији, Италији, Балканском полуострву

распрострањена (Tatić, 1975).  

 

Слика 7. Хабитус биљке Teucrium chamaedrys L.  

 су веома популарне у народној медицини од

лечењу болести, а користе се у медицини и фармацији дуже од

биоактивним једињењима, највише фенолима са различитим

Hasani-Ranjbar, 2010; Stanković и сар., 2012б). 

познат у народу као подубица и представља једну од најпознатијих

лековитих биљака, употребљаваних у облику чаја. Биоактивне

ане за варење и испољавају терапеутску активност тако што

ублажавају последице појачаног лучења желудачног сока, ублажавају

шавају варења хране. Користи се и у лечењу малокрвности и пада

., 2010). Поседује антиинфламаторна, антиоксидациона, антиреуматска

Ulubelen, 2000; Kucuk, 2006; Stanković и сар., 2010a; Stankovi

је вишегодишња биљка, 10-60 cm висока из породице Аlliaceae

издуженом у горњем делу влакнасто издељеном туником. Стабло

устајуће. Лишће са полуцилиндричним дршкама, касније

са плавичастим пругама, до 2 mm широко. Цветне дршке су

дуже од перигона. Листићи перигона су дугуљасти, жути, сјајни

каменита станишта до субалпског појаса. Распрострањена је

Балканском полуострву, Кавказу и западној Азији. У Србији
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медицини од самог почетка 

фармацији дуже од 2000 година. 

различитим биолошким 

једну од најпознатијих и 

чаја Биоактивне супстанце, 

активност тако што стимулишу 

сока ублажавају дијареју и 

малокрвности и пада имунитета 

на, антиреуматска и 

; Stanković и сар., 2011).  

Аlliaceae. Луковица 

туником. Стабло je овално, 

дршкама, касније шупљим, 

Цветне дршке су танке, готово 

жути, сјајни, дугачки 4-5 

страњена је у Француској, 

Азији У Србији је, такође, 



 

 

Слика

Врсте из рода Allium су широко

ароматично поврће и извор витамина

историју се знало да врсте из породице

здравља, стимулишу имуни систем

супстанце у организму. Потврђена су

колоректалног карцинома на ћелијским

Bottone и сар., 2002) и животињским

студије показују да постоји позитивна

Allium, као додатака исхрани, и смањеног

1996). Лековита својства лукова

антиоксидационој (Ćurčić и сар., 2012

и сар., 2012б), побољшању имунитета

настанка канцера (Dion и Milner, 1997), 

формирање супстанци које изазивају

ДНК (L'vova и Zasukhina, 2002), инх

малигних ћелија (Simin и сар., 2013) 

велики број једињења за која су потврђени

велика група органосулфурних једиње

алил сулфиди (Block, 1985). Постоји

различитих врста из рода Allium, али

 

Слика 8. Хабитус биљке Allium flavum L. 

су широко коришћене у свим деловима света, како

извор витамина, тако и у народној медицини (Rivlin, 2001

врсте из породице лукова на различите начине доприносе

имуни систем, убијају узрочнике болести и детоксикују

отврђена су превентивна и терпеутска својства лукова на појаву

карцинома на ћелијским линијама хуманог карцинома колона (Hirsch

животињским модел системима (Raghu и сар., 2012). Епидемиолошке

позитивна корелација између конзумирања различитих

исхрани и смањеног ризика од појаве колоректалног карцинома

својства лукова на здравље људи почивају на њиховој

и сар., 2012б) антибактeријској активности (Ruddock и сар

побољшању имунитета (Lau, 1989), антитуморским и ефектима

и Milner, 1997), њиховој способности да метаболишу

које изазивају канцер (Shenoy и Choughuley, 1992), повећају

 Zasukhina, 2002), инхибирају ћелијску пролиферацију или изазивају

и сар., 2013) и друге фармаколошке ефекте (Yeh, 1996). Лукови

за која су потврђени антитуморски ефеки, као што је кверцетин

органосулфурних једињења, међу којима су најпознатији и најактивнији

Постоји пуно литературних података о биолошким

, али су недовољно испитани биолошки ефекти за врсту
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света како у исхрани као 

, 2001). Кроз читаву 

начине доприносе побољшању 

детоксикују канцерогене 

својства лукова на појаву и развој 

Hirsch и сар., 2000; 

). Епидемиолошке 

различитих врста из рода 

колоректалног карцинома (Witte и сар., 

њиховој веома доброј 

и сар., 2005, Ćurčić 

и ефектима у превенцији 

метаболишу и блокирају 

повећају репарацију 

олиферацију или изазивају апоптозу 

). Лукови садрже 

што је кверцетин, аликсин и 

и најактивнији алицин и 

о биолошким ефектима 

ефекти за врсту A. flavum. 
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4.4.3. Gentiana punctata L. (пегава линцура) 

 Gentiana punctata L. је вишегодишња биљка из породице Gentianaceae, са дебелим (1.5 cm), 

ваљкастим, косим или водоравним ризомом дужине и до 1 m и разгранатим кореном. Стабло је 

високо 20-60 cm, усправно, мало угласто, шупље и у горњем делу светло љубичасто обојено. 

Приземни листови су кратки, до 2 cm дугачки и на дршкама. Листови у горњем делу стабла су 

наспрамни, седећи, јајасти до елиптични, зашиљени на врху, дуги 6-9 cm и широки 2-6 cm, при 

основи срасли у кратак рукавац. Цветови су упадљиви, седећи, скупљени на врху стабла 

главичасто или привидно пршљенасто у пазуху листова. Круница је бледо жута са тамно 

љубичастим пегама (Jovanović-Dunjić, 1973а; Lakušić, 1990).  

G. punctata расте на каменитим пашњацима, утринама и четинарским шумама (од 1400-

2500 m надморске висине). Заступљена је у жбунастим заједницама (Vaccinio-Juniperetum nanae) и 

у смрчевим шумама. Чешћа је на кречњаку и глиновитим земљиштима са дубоком геолошком 

подлогом, али се може наћи и на силикатним подлогама. Распрострањена је у централној Европи, 

Балканском полуострву и припада средњоевропско-алпинском флорном елементу. Једино 

налазиште у Србији је Стара планина (Jovanović-Dunjić, 1973а; Lakušić, 1990). 

  

Слика 9. Хабитус биљке Gentiana punctata L. (слика десно: 
http://luirig.altervista.org/schedeit/fo/gentiana_punctata.htm)  

Род Gentiana је највећи род у фамилији Gentianaceae (Jensen и Schripsema, 2002) и обухвата 

око 300 врста (Georgieva и сар., 2005; Zhao и сар., 2010). У Европи постоји 29 врста од којих се 11 

налази у Србији (Jovanović-Dunjić, 1973а). Биљке из овог рода су познате по горком укусу јер су 

богате горким гликозидима, најчешће секоиридоидима (свертиамарин, гентиопикрозид, сверозид и 
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амарогентин) (Jiang и сар., 2005), ксантонима и другим биоактивним супстанцама. Секоиридоиди 

добијени из рода Gentiana показују различите биолошке ефекте, као што је антитуморска (Isiguro и 

сар., 1986), антибактеријска, антигљивична (Siler и сар., 2010) и хепатопротективна активност 

(Jaishree и Badami, 2010). Према литературним подацима изоловани ксантони, такође, поседују 

широк спектар биолошких активности, као што је антиоксидациона (Ashida и сар., 1994), 

хипогликемична (Basnet и сар., 1994), антивирусна (Chen и сар., 1996), антибактеријска (Finnegan и 

сар., 1973). 

 Ове биљке се користе у народној медицини и фармацеутској индустрији за израду 

фармацеутских препарата, дијеталних суплемената и у индустрији аперитива (ликери, горки 

тоници) (Lakušić, 1990). Неколико врста (Gentiana lutea L., Gentiana punctata L. и Centaurium 

erythraea Pers.) се користи у Србији за бољи апетит и дигестивне проблеме, као одличан горак 

тоник имају ефекта на апетит, стимулишу лучење желудачног сока, побољшавају варење. Сушено 

корење и ризоми се користе широм света као хепатопротективни агенси и за дигестивне проблеме 

(Szucs и сар., 2002; Jiang и сар., 2005).  

 Обична генцијана (G. lutea, линцура) представља једну од најзначајнијих наших 

планинских лековитих биљака, највише је испитана и најчешће коришћена врста у фармацији. 

Корен линцуре улази у састав многих лекова који се производе у апотекама и фармацеутској 

индустрији на свим континентима и веома је тражен на домаћем и страном тржишту. Отуда и 

велико међународно значење те биљке у медицини, фармацији и привреди. Пегава линцура, G. 

punctata, је мања од обичне линцуре, поседује слична својства, али је недовољно испитана. G. 

punctata се гаји у култури биљних ћелија ради лакшег добијања одређених гликозида (Skrzypczak 

и сар., 1993).  

4.4.4. Ligustrum vulgare L. (дивља калина)  

Ligustrum vulgare је листопадни или полузимзелени жбун висок 5 m из породице Oleaceae. 

Пупољци су ситни, смеђи и са много љуспица. Лишће је ланцетасто или широко елиптично, дуго 

2-7 cm, широко 0.5-2 cm, са клинастом основом. Лице листа је тамнозелене боје, а наличје 

светлозелено, кожасто, са мало повијеним ободом и лисним дршкама од 3-10 mm. Лишће опадне у 

јесен без јаче промене боје или презими у благим зимама. Цвасти су пирамидална метлица, дуге 4-

10 cm, а цветови беличасти и миришљави. Плодови зру у септембру, округли су, црни, сјајни, са 2-

4 коштице, дуги 6-8 mm. Плодови остају дуго на биљци после зрења (Jovanović и сар., 1973).   

L. vulgare расте као жбун у бројним шумским заједницама у појасу храстова. Због свог 

полузимзеленог лишћа, великог броја изданака и крупних миришљавих цвасти употребљава се као 



 

 

украсна врста, а често и као жива

Европи, Медитерану, Кавказу, степама

је ова врста, такође, распрострањена

Слика 10. Хабитус биљке Ligustrum vulgare 
десно: http://es.wikipedia.org/wiki/Ligustrum_vulgare

Биљке из рода Ligustrum 

коришћене и у фармацији (Wu и сар

превенцију и лечење многих болести

имуномодулаторног (Baróniková 

антидијабетског (Andrade-Cetto и сар

сар., 2012а). Показано је да различити

поседују изузетна антиоксидациона

показују велики фармаколошки

фенилпропаноида, секоиридоида (олеуропеин

гликозида (Pieroni и сар., 2000; He и

Обзиром на антипролиферативни

хроничних цревних проблема, улцерација

потенцијални кандидат за испитивање

  

 

и као жива ограда у парковима и баштама. Распрострањен

Кавказу степама око Црног мора, Молдавији и западној Украјини

распрострањена (Jovanović и сар., 1973). 

 

Ligustrum vulgare L. (слика лево: http://www.imagines-plantarum.de/
http://es.wikipedia.org/wiki/Ligustrum_vulgare)  

 веома су богате биоактивним супстанцама и због

фармацији (Wu и сар., 2011). Листови биљке L. vulgare годинама 

многих болести (Pieroni и сар., 2000), најчешће

óniková и сар., 1999), антибактеријског (Jantovа 

Cetto и сар., 2005) и антитуморског ефекта (Jantova и сар

је да различити екстракти добијени из листова и плодова

антиоксидациона својства (Sersen и сар., 2005). Многобројни

фармаколошки потенцијал за који је одговорно присуство

секоиридоида (олеуропеин и лигустрозид), кампоферол гликозида

., 2000; He и сар., 2003). 

антипролиферативни потенцијал на малигним ћелијама и употребу

улцерација, колоитиса и чирева, L. vulgare би могао

за испитивање његових ефеката на колоректални карцином
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Распрострањен је у Средњој 

западној Украјини. У Србији 

 

plantarum.de/, слика 

супстанцама и због тога су често 

годинама су коришћени за 

најчешће због његовог 

 и сар., 2001), 

и сар., 2001; Ćurčić и 

листова и плодова ове биљке 

Многобројни in vitro есеји 

присуство флaвоноида, 

кампоферол гликозида, кверцетин 

и употребу у лечењу 

би могао да буде 

карцином.  



 

 

4.4.5. Centaurium erythrea 

кантарион) 

Centaurium erythrea је двогодишња

Gentianaceae. Стабло je усправно једноставно

листови су у розети, јајастог облика

боје за време цветања. Листови

ланцеоласто-елиптични, по ободу

цвасти, збијеној, по горњој површини

септембра. Плод је уско цилиндрична

(Jovanović-Dunjić, 1973б; Mišić и Laku

Врло је честа на шумским стаништима

падинама. Расте од низија до планинског

кречним, сувим земљиштима, али

распрострањена по скоро читавој Европи

унесена врста у Северној Америци

Србији је распрострањена и честа

Слика 11. Хабитус биљке
medical.com/phytotherapie/erythrea

Велики број веома значајних

припада овој фамилији, веома су

активностима (Daniel и Sabnis, 1978) 

C. erythrea је позната као медицинска

Centaurium erythrea Rafn. (syn. Centaurium umbellatum Gilib., кичица

је двогодишња зељаста бика, висока 10-15 cm 

усправно, једноставно или у горњем делу 4-угласто гранато

јајастог облика до јајасто-елиптични, при основи сужени уз дршку

цветања Листови на стаблу су наспрамни, седећи, дугуљасто

по ободу цели и глатки. Цветови су у рачвастој, штитасто

горњој површини равној јер су цветови увек на истој висини. Цвета

уско цилиндрична чаура, а семе ситно са мрежно-жиличастом

и Lakušić, 1990).   

шумским стаништима, пашњацима, по ивицама путева и њива

низија до планинског појаса (до 1400 m надморске висине

земљиштима, али и на иловастим, пешчаним и мочварнијим

скоро читавој Европи (изузев севера), Кавказу, Персији, северној

Северној Америци. Припада европско-медитеранском флорном

распрострањена и честа (Jovanović и Dunjić, 1973б).   

 

Хабитус биљке Centaurium erythrea Rafn. (слика десно: ://www.vulgaris
medical.com/phytotherapie/erythrea-centaurium).  

веома значајних биљака коришћених у народној медицини

веома су богате секундарним метаболитима са изузетним

 Sabnis, 1978) и најчешће су коришћене у третманима дигестивног

као медицинска биљка у многим деловима Европе, а у народној
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Gilib., кичица, црвени 

15 cm из породице 

угласто гранато. Приземни 

сужени уз дршку и зелене 

седећи дугуљасто јајасти, до 

ој штитасто-гроздастој 

истој висини. Цвета од јуна до 

жиличастом опном 

ивицама путева и њива, на голим 

надморске висине), обично на 

мочварнијим. Широко је 

Персији северној Африци и као 

медитеранском флорном елементу. У 

 

://www.vulgaris-

народној медицини и фармацији 

са изузетним биолошким 

третманима дигестивног система. 

а у народној медицини се 
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примењује још од античког доба. Најчешће је припремана као чај, али улази у састав многих 

препарата за лечење стомачних тегоба (Botion и сар., 2005), поремећаја варења (губитак апетита, 

стомачних тегоба, надимања, лошег варења). Осим тога коришћена је и у третманима астме, 

реуматизма, рана и посекотина, жутице, ублажавању болова, код болести јетре, као и за смањење 

мишићног спазма гастроинтестиналних мишића (Capasso и сар., 1983; Bisset, 1994; Tyler, 1994; 

Tahraoui и сар., 2010). Употреба кичице у народној медицини описана је у бројним фармакопејама 

(Hatjimanoli и Debelmas, 1977).  

 Фитохемијске студије (Nikolova-Damyanova и Handjieva, 1996; Valentаo и сар., 2000, 2002; 

Kumarasamy и сар., 2003; Valentаo и сар., 2003) показују присуство различитих секундарних 

метаболита у кичици, укључујући секоиридоидне гликозиде за које је показано антитуморско 

дејство, ксантоне, фенолне киселине и њене деривате, флавоноид гликозиде, ксантоне и 

терпеноиде (Valentаo и сар., 2002; Stefkov и сар., 2014).  

На основу прегледа литературе и наведених литературних података о биолошким 

ефектима изабраних врста биљака, недовољно података о антитуморском потенцијалу и веома 

мало података о ефектима и механизмима деловања на колоректални карцином јавља се потреба за 

овим истраживањима. Због тога су изабране врсте биљака тестиране као потенцијални 

антитуморски препарати (екстракти) на HCT-116 и SW480 ћелијским линијама колоректалног 

карцинома.  

 



 

II  ЦИЉ ИСТРАЖИВАЊА

 

Обзиром на то да су испитивањ

биљака и супстанци природног порекла

актуелне теме у области молекуларне

докторске дисертације:  

 Испитивање антитуморског

традиционално коришћених

chamaedrys, Allium flavum

HCT-116 и SW480 ћелијама

 

 Испитивање потенцијалних

punctata и новосинтетисаног

 

 Испитивање молекуларних механизама

у појединачним и комбинованим

механизме редокс зависне

протеински продукти учествују

 

 

На основу изнетог, изведени су

 Добијање биљних екстраката

C. erythrea уз коришћење

етилацетат и ацетон).   

 

 Одређивање квантитативног

као потенцијалнио активних

 

Циљ

ИСТРАЖИВАЊА 

да су испитивања нових антитуморских једињења и све чешће

природног порекла у превенцији и терапији колоректалног карцинома

области молекуларне и ћелијске биологије, постављени су 

туморског потенцијала екстраката лековитих биљака флоре

коришћених у третманима различитих дигестивних поремећаја

Allium flavum, Gentiana punctata, Ligustrum vulgare и Centaurium erythrea

ћелијама колоректалног карцинома и здравим фибробластима

потенцијалних синергистичких ефеката екстраката биљака

новосинтетисаног Pd(II) комплекса.  

молекуларних механизама проапоптотске активности изабраних

и комбинованим третманима на HCT-116 и SW480 ћелијама

е модулације процеса апоптозе и иРНК експресију

продукти учествују у метаболизму антитуморских супстанци. 

изведени су специфични циљеви истраживања:  

екстраката из биљака T. chamaedrys, A. flavum, G. punctata

коришћење органских растварача различите поларности

квантитативног и квалитативног састава фенолних једињења

потенцијалнио активних компоненти.  
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и све чешће коришћење 

колоректалног карцинома веома 

 општи циљеви 

биљака флоре Србије, 

поремећаја (Teucrium 

Centaurium erythrea) на 

фибробластима коже. 

екстраката биљака A. flavum и G. 

забраних врста биљака 

ћелијама, укључујући и 

експресију протеина чији 

 

punctata, L. vulgare и 

различите поларности (метанол, 

једињења и флавоноида, 
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 In vitro испитивања биолошких ефеката и молекуларних механизама деловања екстраката 

биљака и новосинтетисаног Pd(II) комплекса (Паладијум(II) комплекс са лигандом 3-[(2-

хидроксибензилиден) амино]-2-тиоксоимидазо лидин-4-он) у појединачним и 

комбинованим третманима, као и њиховог синергистичког ефекта на изабраним модел 

системима [хумане ћелије карцинома колона (HCT-116 и SW480 ћелијске линије) и здраве 

ћелије (фибробласти коже)].  

 

o Испитивање цитотоксичних ефеката на HCT-116, SW480 ћелијским линијама и 

фибробластима коже;  

 

o Испитивање типа ћелијске смрти и молекуларних механизама апоптозе, активације 

унутрашњег и спољашњег апоптотског пута (праћењем активности каспаза 

укључених у процес апоптозе - каспазе 8 и 9, као и протеинске експресије Fas 

рецептора на мембрани ћелија) у појединачним и комбинованим третманима;   

 

o Испитивање ефеката третмана на редокс статус ћелија, праћењем одређених 

параметара оксидационо-антиоксидационог система, као и њихове корелације са 

цитотоксичним и проапоптотским ефектима. Одређивање концентрације 

супероксид анјон радикала (О2
.-); концентрације нитрита (NO2

-), протеинске 

експресије iNOS; концентрације неензимске компоненте антиоксидационог 

заштитног система - редуковани глутатион (GSH);  

 

o Испитивање ефеката третмана на иРНК експресију CYP1А1, GSTP1 и MRP2 гена, 

чији су протеински продукти  укључени у метаболизам ксенобиотика и лекова и 

појаву резистенције малигних ћелија на терапију антитуморским супстанцама.  



 

 

 
III      МАТЕРИЈАЛ И МЕТОДЕ

 
 
 Експериментални део истраживања

молекуларну биологију, Институт

Крагујевцу, Универзитет у Крагујевцу

експерименталног истраживања

Истраживања су реализована у

науке и технолошког развоја Републике

- ПИБАС, ИИИ 41010), и међународног

substances - CPCTAS, GA206809

 Хемикалије и реагенси

 Коришћене хемикалије и

етилацетат, ацетон, натријум нитрит

набављени од “Зорка фарма“ Шабац

хидрат, 5,5′-дитио-бис(2-нитробензоева

трипан плаво од Sigma Chemicals C0., St Louis, MO, USA. 

Jersey, USA. Медијум за гајење

раствор са фосфатним пуфером

Фетални говеђи серум (Fetal Bovine Serum

стрептомицин од PAA, The cell culture compa

бромид, 3-[4,5-диметилазол-2]

(NBT) и говеђи албумин из серума

изопропанол PCR чистоће од

реагенс, 3-терц-бутил-4-хидроксианизол

нафтилетилендиамин дихидрохлорид

Немачка. Каспаза 8 и 9 колориметријски

USA. Секундарно антитело коњуговано

 

Материјал и

И МЕТОДЕ ИСТРАЖИВАЊА  

спериментални део истраживања реализован је у Лабораторији

биологију Институт за биологију и екологију, Природно-математички

Универзитет у Крагујевцу. У оквиру исте институције

истраживања реализован је у Лабораторији за 

реализована у оквиру научно-истраживачког пројекта Министарства

развоја Републике Србије (Преклиничка испитивања биоактивних

и међународног ФП7 пројекта (Centre for preclinical testing of active 

CPCTAS, GA206809). 

реагенси 

хемикалије и реагенси набављени су од различитих произвођача

натријум нитрит (NaNO3) и натријум хидроген карбонат

Зорка фарма“ Шабац, Србија. Гална киселина, хидрогенска

нитробензоева киселина) (DTNB), сулфаниламид, сулфанилна

icals C0., St Louis, MO, USA. Акридин оранж од

за гајење ћелија (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

фосфатним пуфером (Phosphate Buffer Saline - PBS) од GIPCO, Invitrogen, USA. 

Fetal Bovine Serum, FBS), 0.25% трипсин-

The cell culture company, Aустрија. Диметил-сулфоксид

2]-2,5-дифенилтетразолијум бромид (MTT), Nitro Blue Tetrazolium

албумин из серума (Bovine Serum Albumine, BSA), хлороформ

од SERVA, Немачка. Поливинил алкохол медијум

хидроксианизол (BHA), алуминијум хлорид

дихидрохлорид од Fluca Analytical, Швајцарска. Параформалдехид

колориметријски китови, примарна антитела за iNOS и

антитело коњуговано са Cy3 и Аlexa 448, DAPI (Diamidino
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Лабораторији за ћелијску и 

математички факултет у 

институције, ботанички део 

Лабораторији за физиологију биљака. 

Министарства просвете, 

испитивања биоактивних супстанци 

Centre for preclinical testing of active 

различитих произвођача. Метанол, 

хидроген карбонат (NaHCO3) су 

хидрогенска киселина, рутин 

сулфанилна киселина и 

ридин оранж од Acros organics, New 

, DMEM), физиолошки 

од GIPCO, Invitrogen, USA. 

-EDTA, пеницилин и 

сулфоксид (DMSO), етидијум 

, Nitro Blue Tetrazolium 

, хлороформ, етанол и 

алкохол медијум, Folin-Ciocalteu 

алуминијум хлорид (AlCl3), N-1-

Параформалдехид од Merck, 

антитела за iNOS и Fas од RD Systems, 

Diamidino-2-phenylindole) боја 



 

Материјал и методе истраживања 

 

45 

 

за детекцију једара од Thermo Scientific, USA. Китови за превођење РНК у комплементарну ДНК 

(Quanti Tect Rev. Transcription Kit) и PCR Kit (Sensiscript RT Kit) од Qiagen, Немачка. Вода PCR 

чистоће и TRIzol од Ambion, USA.  

 1. Узорковање, обрада и анализе биљног материјала  

 Биљни материјал је узоркован на различитим локалитетима (Табела 1), идентификован и 

искоришћен за припрему екстраката биљака, а након тога су одрађене in vitro анлизе.  

1.1. Узорковање и припрема биљног материјала  

 Испитиване врсте биљака (Teucrium chamaedrys, Allium flavum, Gentiana punctata, Ligustrum 

vulgare и Centaurium erythrea) узорковане су током периода цветања, почев од јуна до септембра 

месеца, у фази када је две трећине цветова било отворено. Узорковање је вршено по сувом и 

сунчаном времену. Озлеђене и оболеле јединке, као и јединке на којима је евидентно присуство 

паразитских гљива и инсеката, нису узорковане за анализу. Одговарајући примерци (T. chamaedrys 

и A. flavum) узорковани су одсецањем целог надземног дела биљке у доњем делу стабла, при самој 

површини подлоге. Од биљке L. vulgare сакупљани су листови и плодови, а од биљке G. punctata 

корен. Сакупљен биљни материјал је спакован у папирне кесе, обележен и транспортован до 

Лабораторије за физиологију биљака. Биљни материјал врсте C. erythrea набављен је из 

комерцијалних извора.  

Табела 1. Локалитети са којих су узорковане испитиване биљне врсте и карактеристике станишта за 
узорковане биљне врсте. 
Биљна врста Локалитет   Биљни део  Карактеристике станишта 
Teucrium chamaedrys Дајићко брдо, планина Голија Цела биљка Термофилни камењар 
Allium flavum Жичка река, планина Столови Цела биљка Термофилни серпентински камењар 

Gentiana puncta Копрен, Стара планина Корен Планински пашњак 
Ligustrum vulgare Шумарице, Крагујевац Лист Обод храстове шуме 
Ligustrum vulgare Шумарице, Крагујевац Плод Обод храстове шуме 
Centaurium erythrea Биљни материјал набављен из комерцијалних извора 

1.1.1. Идентификација биљног материјала  

 Идентификација узоркованог биљног материјала извршена је на основу стандардне 

ботаничке литературе (Tutin и Wood, 1972; Diklić, 1974). Хербаријумски примерци узоркованих 

врста биљака су депоновани у Хербаријум Института за ботанику и Ботаничке баште 

"Јевремовац", Биолошки факултет, Универзитет у Београду. Ваучер хербаријумски примерци 
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депоновани су под следећим колекцијским бројевима: Teucrium chamaedrys - 16695, Allium flavum - 

16698, Ligustrum vulgare - 16696, Gentiana punctata - 16699.  

Узорковани биљни материјал је у лабораторијским условима припремљен за процес 

сушења. Биљни материјал је осушен у танком слоју на промајном и тамном месту, где се 

температура кретала од 18 до 22 ⁰С, а влажност ваздуха од 55 до 65%. Процес сушења је редовно 

контролисан, при чему су уклањани оштећени примерци и они који су променили боју. После 

процеса сушења, суви биљни материјал је уситњен и спакован у тамне стаклене посуде до процеса 

екстракције.  

 1.1.2. Поступак припреме биљних екстраката  

 Растварачи коришћени за естракцију су метанол, етилацетат и ацетон. Од припремљеног 

биљног материјала одмерено је 10 g узорка који је екстрахован са 100 ml растварача помоћу 

Soxhlet апаратуре (Soxhlet extraction apparatus HEMC – 77-515). После 24 сата екстракт је 

профилтриран помоћу Whatman No. 1 филтер папира, а процес мацерације поновљен са још 100 ml 

растварача. После 48 сати поступак филтрирања је поновљен, а екстракт сједињен са екстрактом 

добијеним при предходној филтрацији. Тако добијен екстракт упараван је на ротационом вакуум 

упаривачу (IKA Rotary Evaporator - WU-28710-00), при температури од +40 ⁰С до сувог стања. 

Добијени екстракти су чувани у стакленим бoчицама, на тамном месту у фрижидеру, на 

температури од +4 ⁰С до употребе.  

 1.2. Анализе биљног материјала in vitro 

 1.2.1. Одређивање укупне количине фенолних једињења  

 Садржај укупних фенолних једињења у екстрактима одређиван је спектрофотометријском 

методом, коришћењем Folin-Ciocalteu реагенса (Singleton и сар., 1990). Метода се заснива на 

одређивању редукујућег капацитета фенолних једињења из раствореног екстракта. Дисосовањем 

фенолних једињења настаје протон и феноксидни анјон који редукује Folin-Ciocalteu реагенс до 

јона који даје плаво обојење.  

 За анализу је коришћен метанолни раствор екстракта, концентрације 1 mg/ml. Узорак је 

припремљен мешањем 0.5 ml метанолног раствора екстракта (0.5 ml метанола у контролном 

узорку), 2.5 ml 10% Folin-Ciocalteu реагенса раствореног у води и 2.5 ml раствора NaHCO3 

концентрације 7.5%. Узорци су инкубирани 15 минута у термостату, на температури од 45 ⁰С. 
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Апсорбанца је очитавана на спектрофотометру (ISKRA, MA 9523-SPEKOL 211), на таласној 

дужини од 765 nm. За сваку анализу припремана су три узорка и добијена је средња вредност 

апсорбанце. Исти поступак је поновљен за стандардни раствор галне киселине и конструисана је 

калибрациона крива. На основу измерених апосорбанци, са калибрационе криве очитана је 

количина фенолних једињења у екстрактима изражена као еквивалент галне киселине (mg/ml GA/g 

екстракта).  

 1.2.2. Одређивање количине флавоноида 

 Количина флавоноида у испитиваним екстрактима одређивана је спектрофотометријском 

методом, коришћењем AlCl3 (Quettier и сар., 2000). Метода се заснива на реакцији флавоноида и 

метала где као резултат реакције настају металокомплекси. У коришћеној методи, флавоноиди из 

раствора екстракта реагују са јонима алуминијума по додавању AlCl3.   

 За анализу је коришћен метанолни раствор екстракта концентације 1 mg/ml. Узорак је 

припремљен мешањем 0.5 ml метанолног раствора екстракта и 1 ml 2% раствора AlCl3 раствореног 

у метанолу. Узорци су инкубирани 1 сат на температури од 22 ⁰С. Апсорбанца је очитавана на 

спектрофотометру (ISKRA, MA 9523-SPEKOL 211), на таласној дужини од 415 nm. За сваку 

анализу припремљена су три узорка и добијена је средња вредност апсорбанце. Поступак је 

поновљен за стандардни раствор рутина и конструисана стандардна калибрациона крива. На 

основу измерених апсорбанци, са калибрационе криве очитана је количина флавоноида у 

екстрактима изражена као еквивалент рутина (mg Ru/g екстракта).  

 2. Ћелијско молекуларне анализе 

 2.1. Ћелијске линије као модел систем 

 Гајење ћелија у култури подразумева поступак гајења ћелија у контролисаним условима, 

најсличнијим условима средине из које су ћелије изоловане. Ћелије за свој раст и размножавање 

захтевају одговарајућу температуру, влажност ваздуха, pH, концентрацију CO2.  

 Рад са ћелијским линијама захтева стерилне услове у циљу спречавања настанка 

контаминација. Стерилан рад подразумева рад у ламинарној комори са вертикалним струјањем 

ваздуха и филтерима који пречишћавају ваздух, коришћење стерилног лабораторијског посуђа и 

прибора за рад, стреилисање радних површина UV лампом.  

 Ћелије су гајене у стерилним фласковима (Т-25 и Т-75 cm2) у хранљивом DMEM медијуму, 

обогаћеном са 10% FBS-a, 100 IU/ml пеницилина и 100 µg/ml стрептомицина. Услови у 
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инкубатору су прецизно дефинисани и подразумевају температуру од 37 ⁰C, влажну атмосферу и 

концентрацију CO2 од 5%.  

 2.1.1. Коришћене ћелијске линије 

 За истраживања су коришћене две имортализоване ћелијске линије карцинома колона, 

HCT-116 и SW480 ћелијске линије, као и примарна ћелијска линија здравих фибробласта коже.  

HCT-116 је имортализована, адхернтна ћелијска линија, колоректалног карцинома. Ове 

ћелије имају епителну морфологију, експримиране гене за трансформишући фактор раста β1 и β2 

и мутацију у кодону 13 за ras протоонкоген;   

 

Слика 12. Морфолошки изглед HCT-116 ћелија на инвертном микроскопу (American Type Culture 
Collection - ATCC; http://www.lgcstandards-atcc.org) 

 SW480 је имортализована, адхерентна ћелијска линија, колоректалног аденокарцинома. 

Има експрипирани ген за епидермални фактор раста и мутацију у кодону 12 за ras протоонкоген;  

 

Слика 13. Морфолошки изглед SW480 ћелија на инвертном микроскопу (American Type Culture 
Collection - ATCC; http://www.lgcstandards-atcc.org) 
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 Као здрава ћелијска линија коришћени су фибробласти коже, добијени примарном 

култивацијом (Milosavljević и Ljuji ć, 2010). Примарна култура фибробласта успостављена је 

коришћењем узорка здраве коже препуцијума донатора. Фибробласти су култивисани у DMEM 

медијуму, на 37 ⁰C, са 5% CO2. 

 

Слика 14. Морфолошки изглед фибробласта коже на инвертном микроскопу. 

 Ћелијске линије колоректалног карцинома су добијене љубазнишћу др Данијеле Вигњевић 

из Института Кири, Париз, (набављене из "банке ћелија" American Type Culture Collection, ATCC), 

док су фибробласти коже култивисани и добијени из лабораторије професора др Зорана 

Милосављевића, Факултет медицинских наука, Универзитет у Крагујевцу.  

 2.1.2. Одлеђивање ћелија 

 Криотубе са залеђеним ћелијама чувају се у контејнеру са течним азотом (Spectrum series 

20), на -196 ⁰С. За потребе експеримената одлеђена је суспензија ћелија из криотубе и 

ресуспендована у 5 ml медијума. Суспензија ћелија је центрифугирана 10 минута на 1200 rpm. 

Медијум је аспириран, а талог ћелија је ресуспендован у 5 ml медијума и ћелије су засејане у 

фласк Т-25 cm2. Наредног дана је замењен медијум (Mazur, 1970). 

 2.1.3. Трипсинизација 

 HCT-116, SW480 ћелије и фибробласти су адхерентне ћелијске линије, које расту 

формирајући везе са дном посуде у којој се гаје. Због тога је приликом пасажирања, засејавања и 

било какве манипулације ћелијама неопходно раскинути ове везе, како би ћелије достигле 

одговарајући број за потребе експеримената. Процес трипсинизације подразумева: одстрањивање 

медијума из фласка, испирање ћелија са 1 ml 0.25% трипсина, додавање 1 ml 0.25% трипсина на 
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фласк Т-25 cm2 или 3 ml 0.25% трипсина на фласк Т-75 cm2. Потребно је сачекати неколико минута 

да се ћелије одлепе и груписане фино диспергују. Процес трипсинизације се прекида додатком 

медијума за гајење, чиме се постиже разређивање ћелија и неутрализација трипсина.  

 2.1.4. Пасажирање ћелија 

 Након засејавања, ћелије се лепе за површину суда у коме се гаје, почињу да расту и деле 

се. Својим растом и увећавањем броја испуњавају слободну површину и црпе хранљиве материје 

из медијума. Када испуне површину суда у коме расту и достигну велики број, контакт између 

ћелија успорава њихов раст такозваном контактном инхибицијом и долази до умирања и 

накупљања мртвих ћелија. Да би се то избегло, пасажирање се врши када ћелије достигну 

конфлуентност од 80-90%. Пасажирање представља пребацивање мањег броја ћелија у други 

фласк са новим хранљивим медијумом (Freshney, 1983). Најпре се одстрани медијум у којима су 

расле и ћелије се одлепе додатком трипсина (1 ml трипсина на фласк Т-25 cm2 
или 3 ml 0.25% 

трипсина на фласк Т-75 cm2). Након трипсинизације, ћелије се ресуспендују у 5 ml медијума и 

пребаце у нови фласк Т-25 cm2 
са додатком новог хранљивог медијума до 12 ml у фласк Т-75 cm2. 

На тај начин ћелије се гаје дуже време у лабораторијским условима.  

2.1.5. Одређивање броја и вијабилности ћелија 

 У експериментима су коришћене само живе (вијабилне) ћелије. Број ћелија је одређиван 

тестом са трипан плавим. Трипан плаво је боја која улази у цитоплазму ћелија са оштећеном 

мембраном и отуда се мртве виде под микроскопом као плаво обојене, док живе ћелије остају 

необојене. Ћелијска суспензија је мешана са бојом у односу 1:1 (по 10 µl) и наливана на коморицу 

за бројање ћелија (хемоцитометар). Ћелије су бројане у 2 велика дијагонална квадрата, површине 

0.0003 mm2, на хемоцитометру под светлосним инвертним микроскопом. Средње вредности броја 

из два квадрата коришћене су у прерачуну за одређивање броја ћелија у милилитру суспензије, 

узимајући у обзир разблажење и димензије коморе.  

 Број ћелија по милилитру = средња вредност броја ћелија из оба квадрата x разблажење x 

10–4 (корекциони фактор - дубина коморе и запремина у 1 ml) 

 Након одређивања броја расположивих ћелија у 1 ml прерачунаван је њихов број потребан 

за експериментални рад.  

 Вијабилност ћелија је израчуната према следећој формули:  

 Број живих ћелија/укупан број ћелија (живе и неживе) х 100 = % живих ћелија. 

 Вијабилност ћелија коришћених у експериментима била је већа од 90%.  
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 2.2. Mетоде испитивања биолошких ефеката  

 2.2.1. Третмани   

 У појединачним третманима ћелија кошишћени су метанолни, етилацетатни и ацетонски 

екстракти биљака T. chamaedrys, A. flavum, L. vulgare, G. punctata и C. erythrea, као супстанце 

природног порекла и новосинтетисани Pd(II) комплекс и лиганд тиохидантоинског типа, коришћен 

у његовој синтези. У комбинованим третманима коришћени су екстракти биљака A. flavum и G. 

punctata у комбинацији са ниским дозама Pd(II) комплекса (0.1 и 10 µМ концентрације).  

2.2.1.1. Прављење раствора биљних екстраката  

 Биљни екстракти су првобитно растварани у малој запремини концентрованог DMSO-а, а 

након тога разблаживани са медијумом за гајење ћелија у одговарајућој запремини, тако да 

раствор (шток) буде концентрације 1 mg/ml. Концентрација DMSO-а у највишој коришћеној 

концентрацији је 0.5%, јер се према нашим истраживањима DMSO у концентрацијама вишим од 

1% показао као токсичан за коришћене ћелијске линије. Тако добијен шток је сајцован, односно 

провлачен кроз стерилан филтер, са порама од 0.2 µm. Стерилан раствор је разблаживан 

стерилним хранљивим медијумом за гајење ћелија до одговарајућих концентрација коришћених у 

различитим експерименталним методама.  

 2.2.1.2. Прављење раствора паладијума 

 Pd(II) комплекс са лигандом 3-[(2-хидроксибензилидин)амино]-2-тиоксоимидазолидин-4-

он (3) и одговарујући лиганд коришћен за синтезу добијени су у кристалном стању од др Биљане 

Шмит, Природно-математички факултет у Крагујевцу, а њихова синтеза је дата у Прилогу 1. 

Раствори Pd(II) комплекса различитих концентрација прављени су идентично растворима 

екстраката биљака, где је почетни шток био концентрације 1 mM.    

 2.2.1.3. Појединачни третмани 

 За одређивање цитотоксичности (МТТ тест), HCT-116, SW480 ћелије и здрави 

фибробласти коже су засејани у микротитар плоче са 96 отвора (1x105 ћелија по бунарићу). Након 

24 сата инкубације у инкубатору, ћелије су третиране са 100 µl метанолног, етилацетатног и 

ацетонског екстракта биљака (концентрација 1, 10, 50, 100, 250 и 500 µg/ml) и раствором Pd(II) 
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комплекса и одговарајућег лиганда (концентрација 0.1, 1, 10, 50, 100 и 500 µМ). Нетретираним 

(контролним) ћелијама је замењен свеж медијум.  

 За одређивање типа ћелијске смрти (АО/ЕБ микроскопска метода), HCT-116 и SW480 

ћелије су засејане у микротитар плоче са 96 отвора (1x105 ћелија по бунарићу). Након 24 сата 

инкубације у инкубатору, ћелије су третиране са 100 µl екстракта биљака (концентрација 50 и 250 

µg/ml) и раствором Pd(II) комплекса (концентрација 0.1, 10, 50 и 250 µМ). Контролним ћелијама је 

замењен свеж медијум.  

 За одређивање протеинске експресије Fas рецептора на мембрани и iNOS 

имунофлуоресценцом, HCT-116 и SW480 ћелије су засејане на покровно стакло у микротитар 

плочи са 6 отвора (5× 104 
ћелија по бунару). Након постизања 80% конфлуентности, ћелије су 

третиране са 2 ml одговарајућег раствора, а контролним ћелијама је замењен медијум. Ћелије су 

третиране са по 2 ml метанолног екстракта биљака, концентрације 50 µg/ml, а Pd(II) комплексом у 

концентрацијама 0.1 и 10 µM.  

 За одређивање активности каспаза 8 и 9, HCT-116 и SW480 ћелије су засејане у микротитар 

плоче са 6 отвора (1x106 ћелија по бунару) и третиране са 2 ml метанолног екстракта биљака, 

концентрације 50 µg/ml, а Pd(II) комплексом у концентрацијама 0.1 и 10 µM.  

 За одређивање концентрацијa параметара редокс статуса, HCT-116 и SW480 ћелије су 

засејане у микротитар плоче са 96 отвора (1x105 ћелија по бунарићу за NBT (концентрација O2
.-) 

Griess (концентрација нитрита) тест и 5x105 ћелија по бунарићу за одређивање концентрације 

GSH). Ћелије су третиране исто као код МТТ теста, али су коришћене 4 концентрације биљних 

екстраката (10, 50, 100 и 250 µg/ml) и 4 концентрације Pd(II) комплекса (0.1, 10, 50 и 250 µM). 

 За PCR методу, HCT-116 и SW480 ћелије су засејане у фласкове Т-25 cm2 (10x105 
ћелија по 

фласку) и инкубиране у инкубатору док нису достигле конфлуентност преко 90%. Када су 

достигле одговарајућу конфлуентност ћелије су третиране са 5 ml метанолног екстракта биљака, 

концентрације 50 µg/ml, а Pd(II) комплексом у концентрацијама 0.1 и 10 µM. Контролним ћелијама 

је замењен свеж медијум.  

 2.2.1.4. Комбиновани третмани 

 За испитивање потенцијалних синергистичких цитотоксичних ефеката између изабраних 

врста биљака и Pd(II) комплекса HCT-116, SW480 ћелије и здрави фибробласти коже су третирани 

са 50 µl метанолног, етилацетатног и ацетонског екстракта биљака одговарајућих концентрација 

(2, 20, 100, 200 и 500 µg/ml) и 50 µl одговарајућих концентрација Pd(II) комплекса (0.2 и 20 µM) 
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истовремено. Финалне концентрације биљних екстраката у комбинованим третманима су 1, 10, 50, 

100 и 250 µg/ml, односно 0.1 и 10 µM за Pd(II) комплекс.  

 За одређивање типа ћелијске смрти, HCT-116 и SW480 ћелије су третиране са 50 µl 

метанолног, етилацетатног и ацетонског екстракта биљака, концентрације 100 µg/ml и 50 µl Pd(II) 

комплекса одговарајућих концентрација (0.2 и 20 µM) истовремено. Финална концентрација 

биљних екстраката у комбинованим третманима је 50 µg/ml, односно 0.1 и 10 µM за Pd(II) 

комплекс.  

 За одређивање протеинске експресије Fas рецептора на мембрани и iNOS 

имунофлуоресценцом, HCT-116 и SW480 ћелије су третиране са 1 ml метанолног екстракта 

биљака, концентрације 100 µg/ml и 1 ml Pd(II) комплекса, концентрација 0.2 и 20 µM истовремено, 

тако да је у комбинованим третманима финална концентрација екстраката биљака 50 µg/ml, 

односно 0.1 и 10 µM за Pd(II) комплекс. 

 За одређивање активности каспаза 8 и 9, HCT-116 и SW480 ћелије су третиране са 1 ml 

метанолног биљног екстракта, концентрације 100 µg/ml и 1 ml Pd(II) комплекса, концентрација 0.2 

и 20 µM истовремено, тако да у комбинованим третманима финална концентрација екстракта 

биљака буде 50 µg/ml, односно 0.1 и 10 µM за Pd(II) комплекс. 

 За одређивање концентрација O2
.-, нитрита и GSH, HCT-116 и SW480 ћелије су третиране 

са 50 µl метанолног, етилацетатног и ацетонског биљног екстракта одговарајућих концентрација 

(20, 100, 200 и 500 µg/ml) и 50 µl одговарајуће концентрације Pd(II) комплекса (0.2 и 20 µM) 

истовремено. Финалне концентрације биљних екстраката у комбинованим третманима су 10, 50, 

100 и 250 µg/ml, односно 0.1и 10 µM за Pd(II) комплекс.  

 За PCR методу, HCT-116 и SW480 ћелије су третиране са 2.5 ml метанолног биљног 

екстракта, концентрације 100 µg/ml и 2.5 ml Pd(II) комплекса, концентрација 0.2 и 20 µM 

истовремено, тако да је у комбинованим третманима финална концентрација биљног екстракта 50 

µg/ml, односно 0.1 и 10 µM за Pd(II) комплекс. 

  2.2.2. Испитивање цитотоксичности и механизама апоптозе 

2.2.2.1. МТТ тест цитотоксичности 

 За одређивање цитотоксичности коришћена је колориметријска метода, МТТ тест 

(Mosmann, 1983). 3-[4,5-диметилазол-2]-2,5-дифенилтетразолијум бромид је жуто обојена 

тетразолијумова со, која се у живим ћелијама под дејством митохондријаних редуктаза редукује у 

љубичасто обојен формазан. Интензитет боје може се квантификовати мерењем на 
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спектрофотометру на одређеној таласној дужини. По завршетку третмана у контролне и третиране 

ћелије је додаван раствор МТТ-а (5 mg/ml) у запремини од 25 µl. Након инкубације од 2 сата на 37 

⁰С, раствор МТТ је аспириран и формазан је растваран у 150 µl DMSO-а. Апсорбанце су мерене на 

550 nm на ELISA читачу за микротитар плоче (RT-21000C). Бунарићи у којима је био само 

медијум без ћелија, касније аспириран и додат DMSO, служили су као слепа проба ("blank"). 

Добијене вредности апсорбанци су пропорционалне интензитету ћелијске респирације, односно 

броју живих ћелија. Проценат живих ћелија је израчунаван као однос апсорбанци третираних 

ћелија и апсорбанце контролних ћелија, помножен са 100.  

 2.2.2.2. Акридин оранж/етидијум бромид микроскопска метода 

 За одређивање типа ћелијске смрти коришћена је акридин оранж/етидијум бромид (АО/ЕБ) 

микроскопска метода (Baskić и сар., 2006). Акридин оранж је боја која улази у живе и мртве ћелије 

емитујући зелену флуоресценцу када се веже за двоструке ланце нуклеинских киселина (ДНК) или 

црвену флуоресценцу ако се веже за једноланчану нуклеинску киселину (РНК). Етидијум бомид 

улази само у мртве ћелије и емитује црвену флуоресценцу везивањем за ДНК. Разликују се четири 

типа ћелија у зависности од флуоресцентне боје и морфолошког аспекта (кондензације хроматина 

у обојеним нуклеусима). (1) Живе ћелије су једнолично зелено обојене. (2) Ћелије у раној 

апоптози (још увек имају неразграђену нуклеусну мембрану, али је започето цепање ДНК) имају 

зелене нуклеусе, али долази до кондензације и фрагментације хроматина, па се на микроскопу 

уочавају зелени фрагменти. (3) Ћелије у касној апоптози имају наранџасто или црвено једро са 

кондензованим или фрагментисаним хроматином. (4) Некротске ћелије су кондензоване и 

униформно црвене боје. Након истека времена инкубације ћелија са третманима у бунариће са 

третираним и контролним ћелијама додавана је мешавина раствора (10 µl АО и 10 µl ЕБ у 

дестилованој води). АО и ЕБ су растварани у дестилованој води, 100 µg у 1 ml дестиловане воде. 

Одмах након додавања АО/ЕБ ћелије су посматране и бројане под флуоресцентним микроскопом 

(Ti-Eclipse, Nicon), на увеличању 400x. Бројано је најмање 300 ћелија по бунарићу. Као резултат се 

добија проценат живих ћелија, ћелија у раној и касној апоптози, као и проценат некротских ћелија. 

 2.2.2.3. Одређивање протеинске експресије Fas рецептора на мембрани  

 Имунофлуоресценца је техника која се користи за маркирање појединих ћелијских делова 

флуоресцентним бојама. Техника се заснива на принципу антиген-антитело. Специфичност 

реакције антиген антитело омогућава да се овом методом тачно и прецизно прати како присуство и 
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локализација, тако и дистрибуција одређеног протеина у ћелији или ткиву. Антитело као 

индикаторни молекул обележено је флуоресцентном бојом са различитим таласним дужинама 

екситације и емисије, а детекција се врши флуоресцентним микроскопом. Након истека времена 

инкубације ћелија са третманима (24 сата), ћелије су испране PBS-ом. Затим су фиксиране 4% 

параформалдехидом, раствореним у PBS-у, 20 минута на собној температури. Након фиксације, 

ћелије су три пута испране PBS-ом и пермеабилизоване 2 минута хладним метанолом (-20 ⁰C). 

Након пермеабилизације ћелије су испране три пута PBS-ом и блокиране 20 минута са 1% BSA. 

Овако фиксиране ћелије су инкубиране сат времена са специфичним примарним антителом. Парче 

парафилма је стављено у петри кутију, дезинфиковано 75% алкохолом, на њега је нанета кап од 60 

µl раствора примарног антитела (анти-Fas (RD Systems) у PBS-у, концентрације 20 µg/ml. На кап је 

постављена покровна плочица тако да страна на којој су ћелије буде окренута ка парафилму. 

Након инкубације са примарним антителом, покровне плочице су враћене у бунариће, испране три 

пута по 15 минута PBS-ом и иста процедура је поновљена за инкубацију са секундарним 

антителом конјугованим са Cy3 (Thermo Scientific). Секундарно антитело разблажено је у PBS-у у 

односу 1:200. За визуелизацију плаво обојених једара коришћена је DAPI боја, у разблажењу 

1:1000. Након инкубације са секундарним антителом покровне плочице су враћене у бунариће, 

испране три пута по 15 минута PBS-ом и залепљене на предметно стакло уз помоћ поливинил 

алкохол медијума. Препарати су остављани преко ноћи да се осуше и након тога посматрани на 

флуоресцентном микроскопу (Ti-Eclipse), на филтерима одређених таласних дужина и увеличању 

600x (Higuchi и сар., 2001).  

 2.2.2.4. Одређивање активности каспаза 8 и 9 

 Активности каспаза 8 и 9 у третираним и контролним ћелијама мерене су 

колориметријским китом (RD Systems), према приложеном протоколу. Након истека времена 

инкубације ћелија са третманима (24 сата) ћелије су центрифугиране 10 минута на 250 rpm, 

супернатант је одбачен, а талог је ресуспендован у 50 µl пуфера за лизирање ћелија. Ћелијски 

лизат је инкубиран 10 минута на леду и центрифугиран 1 минут на 10 000 rpm. Супернатанти, у 

запремини од 50 µl, су пребачени у микротитар плочу са 96 отвора, дотато је 50 µl реакционог 

реагенса (садржи 10 mM DTT (дитиотреитол)) и 5 µl IETD-pNA (Acetyl-Ile-Glu-Thr-Asp-p-

nitroaniline) супстрата за каспазу 8 и LEHD-pNA (Ac-Leu-Glu-His-Asp-p-Nitroaniline) субстрата за 

каспазу 9. Микротитар плоча је инкубирана 2 сата на 37 ⁰С. Апсорбанце су мерене на 405 nm на 

ELISA читачу за микротитар плоче (RT-21000C). Ниво ензимске активности директно је 

пропорционалан интензитету боје.  



 

 

 2.2.3. Испитивање параметара

 2.2.3.1. Одређивање концентрације

 Концентрација супероксид

NBT тестом (Auclair и Voisin

(NBT) до нитроблу-формазана у

хемијским и биолошким системима

до сиво-црн. У контролне и третиране

додаван раствор NBT-а (5 mg/ml

додато је 10 µl DMSO-а и бојена

21000C), на 550 nm. Добијене вредности

добила концентрација O2
.- 
изражена

ћелија су дељене са моларним екстин

nmol NBT/ml = A/0.015 x Vcuv / Vex

 А - апсорбанца; Vcuv 

ћелија са третманом = 100 µl.  

 2.2.3.2. Одређивање концентрације

 Овај тест се базира на диазотизационој
 

 Сулфаниламидна киселина

нитритима (NО2
-), дајући стабилно

директно пропорционална пурпурној

дужини од 550 nm. Микротитар

инкубације ћелија са третманима

партикуле из супернатанта. У бунариће

Материјал и

Испитивање параметара редокс статуса  

Одређивање концентрације супероксид анјон радикала (NBT 

Концентрација супероксид анјон радикала (O2
.-) је одређивана 

Voisin, 1985). Метода се заснива на редукцији нитроблу

формазана у присуству O2
.-. NBT тест се користи као мера

биолошким системима. Оксидована форма NBT је жута, а редукован

контролне и третиране ћелије је, по завршетку инкубације ћелија

а (5 mg/ml) у запремини од 10 µl. Након инкубације од

а и бојена реакција је очитавана на ELISA читачу за микротитар

Добијене вредности апсорбанци су коришћене у даљем

изражена у nmol/ml. Вредности апсорбанци третираних

моларним екстинкционим коефицијентом за моноформазан

nmol NBT/ml = A/0.015 x Vcuv / Vex 

апсорбанца; Vcuv - укупна запремина раствора у бунарићу = 120

 

Одређивање концентрације нитрита по Griess-у 

базира на диазотизационој реакцији, коју је првобитно описао

 
Сулфаниламидна киселина и N-1-нафтилетилендиамин дихидрохлорид

дајући стабилно азотно једињење, пурпурне боје. Концентрација

пропорционална пурпурној боји чији се интензитет мери на ELISA 

Микротитар плоча са контролним и третираним ћелијама

третманима центрифугирана 10 минута на 300 rpm, како

супернатанта У бунариће за стандардну криву, додата је серија
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радикала (NBT есеј) 

 спектрофотометријски,  

редукцији нитроблу-тетразолијума 

користи као мера стварања O2
.- 
у 

жута а редукован формазан је плав 

инкубације ћелија са третманима, 

инкубације од 45 минута на 37 ⁰С, 

читачу за микротитар плоче (RT-

коришћене у даљем прерачуну, да би се 

апсорбанци третираних и контролних 

моноформазан (15,000 M-1 cm-1).    

бунарићу = 120 µl; Vex - запремина 

првобитно описао Griess P (1879):  

 

дихидрохлорид, реагују са 

боје Концентрација нитрита је 

ELISA читачу, на таласној 

третираним ћелијама је по завршетку 

, како би се одстраниле 

је серија разблажења NaNO2 
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концентрација 100 µM, 50 µM, 25 µM, 12.5 µM, 6.25 µM, 3.13 µM и 1.56 µM. У бунариће је додато 

50 µl супернатанта. Уз помоћ осмоканалне пипете, додато је 50 µl сулфаниламидног реагенса у све 

бунариће, као и у бунариће са нитритним стандардом за стандардну криву. Плоче су инкубиране 

10 минута на собној температури, заштићене од светла. Након тога је додато по 50 µl N-1-

нафтилетилендиамин дихидрохлорид реагенса у све бунариће, укључујући и бунариће са 

нитритним стандардом за референтну криву. Плоче су инкубиране 10 минута на собној 

температури, заштићене од светла. Пурпуна боја се одмах развија. Апсорбанце су мерене на 

ELISA читачу за микротитар плоче (RT-21000C), на 550 nm. Концентрација нитрита се 

прерачунава преко одговарајуће стандардне криве за нитрите и изражава се у nmol/ml. 

nmol NO2
-/ml = A/F x R 

R – разблажење 

2.2.3.3. Одређивање протеинске експресије индуцибилне азот моноксид синтетазе  

Протеинска експресија iNOS одређивана је имунофлуоресценцом (принцип и поступак 

методе су објашњени претходно под тачком 2.2.2.3.), при чему је коришћено примарно анти-iNOS 

антитело (RD Systems) у концентрацији од 20 µg/ml и секундарно антитело Alexa448 (Thermo 

Scientific), у односу 1:200. За визуелизацију плаво обојених једара коришћена је DAPI боја, у 

разблажењу 1:1000. 

 2.2.3.4. Одређивање концентрације редукованог глутатиона 

 Концентрација редукованог глутатиона (GSH) у ћелијама мерена је 

спектрофотометријском методом (Baker и сар., 1990). Метода се занива на оксидацији GSH 

помоћу сулфидног реагенса 5,5′-дитио-бис(2-нитробензоева киселина) (DTNB) при чему се 

формира жути продукт 5′-тио-2-нитробензоева киселина (TNB), чији се интензитет боје мери на 

ELISA читачу на 405 nm. Микротитар плоча са контролним и третираним ћелијама је, по 

завршетку времена инкубације ћелија са третманом, центрифугирана 10 минута на 1000 rpm. 

Медијум из свих бунарића је аспириран и додато је 100 µl 2.5 % сулфосалицилне киселине. 

Микротитар плоча је инкубирана 15 минута на леду и након тога центрифугирана 15 минута на 

1000 rpm. На другу микротитар плочу је одпипетирано 50 µl супернатанта и додато 100 µl 

реакционе смеше, која је припремљена непосредно пре почетка рада. Реакциона смеша представља 

1 mM DTNB, растворен у DMSO-у и допуњен фосфатним пуфером до потребне запремине. 

Микротитар плоча је инкубирана 5 минута на собној температури и након тога абсорбанце су 
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мерене на 405 nm на ELISA читачу за микротитар плоче (RT-21000C). Концентрација GSH се 

прерачунава преко одговарајуће стандардне криве конструисане на основу познатих 

концентрација GSH, a изражава се у nmol/ml. 

2.2.4. Испитивање експресије информационе РНК CYP1A1, GSTP1 и MRP2 гена 

 2.2.4.1. Екстракција RNK из ћелија  

 Након истека третмана (24 сата) РНК је екстрахована из HCT-116 и SW480 ћелија методом 

по Chomczynski и Sacchi, 1987. Медијум са третманом је извучен из фласкова и сачуван, а ћелије 

су подигнуте из фласка трипсином, додате сачуваном медијуму и центрифугиране 10 минута на 

1200 rpm. Талог са ћелијама је пребачен на лед, ресуспендован у 1 ml TRIzol-а у коме је 

хомогенизован пипетом и остављен у TRIzol-у на собној температури 5 минута. Након тога узорци 

су центрифугирани 5 минута на 12000 rpm, на 2-8 ⁰C. Супернатант је пребачен у нове микротубе, 

додато је 200 µl хлороформа, након енергичног мешања 15 секунди остављен је на собној 

температури 2-3 минута и центрифугиран 15 минута на 12000 rpm, на 2-8 ⁰C. Центрифугирањем се 

издвајају три видљиве фазе унутар микротубе. Водена фаза (налази се на врху) је пренета у нову 

микротубу, пазећи да се не помеша са осталим фазама. У издвојену водену фазу додато је 500 µl 

изопропанола и инкубирано на собној температури 10 минута. Након тога, узорци су 

центрифугирани 10 минута на 12000 rpm, на 2-8 ⁰C, супернатант је уклоњен, талог РНК је испран 

са 1 ml 80% етанола и микротуба је центрифугирана 5 минута на 7500 rpm, на 2-8 ⁰C. Супернатант 

је уклањан, преостали етанол осушен за 2-3 минута, РНК талог је ресуспендован у 20 µl PCR воде 

и инкубиран на 55 ⁰C на термоблоку 2-3 минута. Концентрација сваког узорка је измерена на 

биофотометру (Eppendorf BioPhotometer plus).  

2.2.4.2. Реверзна транскрипција (RT)  

Једноланчана РНК се преписује у комплементарну ДНК (цДНК) по принципу 

комплементарности помоћу ензима реверзне транскриптазе (енгл. Reverse Transcriptase, RT) 

(Bustin, 2000). Коришћен је QIAGEN Sensiscript RT Kit. Микс (Master Mix) који се припрема садржи 

2 µl 10x Buffer RT, 2 µl dNTP Mix-a (дезоксирибонуклеотид трифосфати, појединачне 

концентрације 5 mM), 2 µl олиго-dT прајмерa, 10 µl воде, 1 µl ензима Sensiscript Reverse 

Тranscriptase и 2 µl изолованих узорака РНК. Узорци су постављени у Eppendorf PCR Mastercycler 

који је програмиран у складу са упуствима произвођача. Узорци комплементарне ДНК су чувани 

на -80 ⁰C.  
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2.2.4.3. Ланчана реакција полимеразе (PCR)  

Ланчана реакција полимеразе (енгл. Polymerase Chain Reaction, PCR) је техника која 

омогућава умножавање две или више секвенци ДНК паралелно у једној реакцији. Коришћена је за 

анализу експересије иРНК, при чему је комплементарна ДНК коришћена као полазни ДНК 

молекул (Zhai и сар. 2005), употребом QIAGEN PCR Kit-а. Након одмрзавања PCR Master Mix-а, 

компоненте су вортексоване и направљена је реакциона смеша која садржи све компоненте 

потребне за PCR, осим цДНК. Реакциона смеша садржи 10 µl 2x QIAGEN PCR Master Mix-а, 1.2 µl 

микса прајмера (10x Primer Mix, тако да њихова финална концентрација буде 0.2 µM) и 5.6 µl воде 

без РНаза (PCR чистоће). Коришћени су прајмери за гене CYP1A1, GSTP1, MRP2 и β-actin. 

Реакциона смеша је прављена за сваки ген појединачно. У епендорфицу са PCR Master Mix-ом 

додато је 2 µl узорака цДНК, које су постављене у Eppendorf PCR Mastercycler, програмиран у 

складу са упуствима произвођача и програм је покренут. Сваки PCR програм мора почети са 

топлотним активационим кораком на 95 ⁰C у трајању од 15 минута да би се активирала HotStarTaq 

ДНК полимераза, након тога следе три корака амплификације: денатурација 30 секунди на 94 °C, 

везивање прајмера 90 секунди на 60 ⁰C, екстензија прајмера 90 секунди на 72 ⁰C. Завршна 

екстензија траје 10 минута на 72 °C. Добијени узорци за сваки ген појединачно електрофоретски 

су раздвојени на 1.5% агарозном гелу. Агароза је кувана у 100 ml TAE пуфера (енгл. Tris-acetate-

EDTA) у микроталасној пећници и након 2 минута хлађења додато је 5 µl етидијум бромида. 

Гелови су снимани на Транслуминатору (Vilber Lourmat Тransilluminator 0725299) и 

фотографисани. Дебљина бендова добијених на геловима даље је мерена на фотографијама 

дензиометријски у ImageJ програму. Релативна експресија одређивана је поређењем са иРНК 

експресијом β-actin-а, као позитивне контроле у испитиваним узорцима. 

 3. Статистичка обрада резултата 

 Сви појединачни експерименти рађени су у трипликату, а добијени резултати представљају 

средњу вредност три независна експеримента ± стандардна грешка. Резултати су обрађени у SPSS 

(Chicago, IL) програму за статистичку обраду резултата (SPSS for Windows, ver. 17, 2008). 

Коришћена је ANOVA, при чему је p<0.05 сматрана статистички значајном разликом.  

 IC50 вредности (концентрација која убија 50% ћелија) прерачунате су из дозно зависних 

крива добијених у компјутерском програму CalcuSyn.  

 Потенцијални синергистички, адитивни и антагонистички ефекти биљних екстраката и 

Pd(II) комплекса добијени су поређењем ефеката (инхибиције ћелијског раста) добијених у 
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појединачним третманима са ефектима добијеним у комбинованим третманима. Вредности 

комбинационих индекса (CI), добијене у CalcuSyn сфтверском програму представљају 

квантитативне вредности које указују на синергизам, адитивни ефекти и антагонизам (Chou и 

Talalay, 1983). Вредности више од 1 указују на антагонистичке ефекте, вредности између 0.8-1 су 

адитивни ефекти, а вредности ниже од 0.8 означавају синергизам.  

Ниво генске експресије у узорцима добијен PCR методом одређиван је дензиометријски, 

мерењем величине бендова узорака на фотографијама гелова, уз помоћ ImageJ програма 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/).  

 
 



 

 

IV  РЕЗУЛТАТИ ИСТРАЖИВАЊА

Након узорковања биљног

истраживања обухватају прављење

одређивање концентрације фенолних

компоненти присутних у изабраним

докторске дисертације је испитивање

одабраних лековитих биљака у појединачним

Pd(II) комплексом. У резултатима је

на иРНК експресију гена чији су протеински

резистенције малигних ћелија.  

1. Концентрације фенолних

 Узоркован и припремљен биљни

растварача различите поларности метанол

у табелама). Овакав избор растварача

истраживања (Stanković и сар., 2010; Stankovi

коришћени за добијање екстракта

биолошке активности. У Табели 2

флавоноида у екстрактима коришћених

Добијене вредности концентрација

T. chamaedrys показују да је метанол

ацетон, а најслабији је етилацетат

присутни у ацетонском екстракту а

биљке G. punctata ацетон је најбољи

бољи за екстракцију флавоноида из

ацетонским екстрактима листова и

етилацетатним. Концентрације флавоноида

етилацетаном, а у екстрактима

Резултати

ИСТРАЖИВАЊА 

биљног материјала на различитим локалитетима

прављење екстраката биљака коришћењем различитих

концентрације фенолних једињења и флавоноида као потенцијално

абраним врстама биљака. Најбитнији аспект истраживања

је испитивање цитотоксичности и механизама проапоптотских

биљака у појединачним и комбинованим третманима са новосинтетисаним

резултатима је приказана и редокс регулација ових механизама

гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам лекова

Концентрације фенолних једињења и флавоноида у екстрактима

припремљен биљни материјал је подвргнут екстракцији коришћењем

поларности: метанол (М у табелама), етилацетат (Е у табелама

избор растварача пoказао се као веома ефикасан приликом

и сар., 2010; Stanković, 2012). Растварачи различите поларности

јање екстракта са више биоактивних компоненти и постизање

Табели 2 приказане су вредности укупне количине фенолних

екстрактима коришћених биљака. 

вредности концентрација фенолних једињења и флавоноида у екстрактима

да је метанол најефикаснији растварач за њихову екстракцију

етилацетат. Фенолна једињења и флавоноиди у биљци A. flavum 

екстракту, а знатно мање у метанолном и етилацетатном екстракту

најбољи растварач за екстракцију фенолних једињења

флавоноида из ове биљке. Феноли и флавоноиди су највише

екстрактима листова и плодова биљке L. vulgare, затим у метанолним

Концентрације флавоноида у екстракатима листова највише су

екстрактима плодова у ацетонском екстракту. Добијене
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локалитетима, резултати 

различитих растварача и 

потенцијално активних 

аспект истраживања у оквиру 

проапоптотских ефеката 

третманима са новосинтетисаним 

механизама, као и ефекти 

м лекова и појаву 

екстрактима биљака 

екстракцији коришћењем три 

Е у табелама) и ацетон (А 

приликом предходних 

различите поларности су 

компоненти и постизање најбоље 

количине фенолних једињења и 

флавоноида у екстрактима биљке 

њихову екстракцију, затим 

A. flavum највише су 

илацетатном екстракту. Код 

једињења, док је метанол 

су највише заступљени у 

метанолним, а најслабије у 

највише су заступљени у 

Добијене вредности 
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концентрација фенолних једињења у екстрактима биљке C. erythrea показују да је метанол 

најефикаснији растварач за њихову екстракцију, затим етилацетат, а најслабији је ацетон. 

Флавоноиди су највише заступљени у метанолном екстракту, затим у ацетонском и најмање у 

етилацетатном екстракту. 

Табела 2. Укупна концентрација фенолних једињења изражена као еквивалент галне киселине (mg 
Ga/g екстракта) и концентрација флавоноида као еквивалент рутина (mg Ru/g екстракта). 

Биљка Екстракт 
Концентрација фенолних 
једињења (mg GaE/g) 

Концентрација 
флавоноида (mg RuE/g) 

Teucrium 
chamaedrys 

M 179.38 ± 1.06 81.84 ± 1.23 
E 53.80 ± 0.48 65.44 ± 0.59 
A 142.12 ± 1.12 71.26 ± 0.86 

Allium flavum 
M 54.53 ± 0. 12 64.07 ± 0.19 
E 42.29 ± 0.23 64.13 ± 0.36 
A 80.92 ± 0.31 95.71 ± 0.09 

Gentiana 
 punctata 

M 48.64 ± 0.55 21.49 ± 0.56 
E 38.40 ± 0.45 13.09 ± 0.84 
A 67.34 ± 0.36 16.62 ± 0.15 

Ligustrum vulgare 
- листови 

M 239.47 ± 1.12 43.78 ± 0.89 
E 147.71 ± 0.66 90.42 ± 1.21 
A 268.54 ± 1.18 55.51 ± 0.79 

Ligusrtum vulgare 
- плодови 

M 180.83 ± 1.01 23.68 ± 0.96 
E 233.52 ± 1.32 23.37 ± 0.98 
A 255.83 ± 1.03 43.96 ± 0.94 

Centaurium 
erythrea 

M 62.99 ± 0. 18 90.93 ± 0.88 

E 38.43 ± 0.95 64.31 ± 0.11 

A 34.02 ± 0.51 75.70 ± 0.25 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Када се упореде добијене вредности концентрација фенолних једињења у испитиваним 

врстама биљака, највише концентрације фенолних једињења присутне су у листовима и плодовима 

биљке L. vulgare, затим у биљкама T. chamaedrys, A. flavum, док биљке C. erythrea и G. punctata 

садрже најмање концентрације фенолних једињења. A. flavum и T. chamaedrys су биљке најбогатије 

флавоноидима, затим по концентрацији флавоноида следе C. erythrea, листови и плодови биљке L. 

vulgare и на крају G. punctata са најнижом концентрацијом флавоноида.  

Резултати квалитативног садржаја фенолних једињења присутних у метанолним 

екстрактима испитиваних врста биљака дати су у Прилогу 2.  

 2. Биолошки ефекти испитиваних супстанци и механизми деловања  

У оквиру биолошких ефеката испитиваних врста биљака у појединачним и комбинованим 

третманима испитивана је цитотоксичност и механизми проапоптотског деловања; промене у 

одговарајућим параметрима редокс статуса и њихова веза са сигналним путевима апоптозе; 
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промене експресије иРНК гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам 

цитотоксичних супстанци у малигним ћелијама и појаву резистенције ћелија на антитуморске 

лекове.  

 2.1. Цитотоксичност и механизми проапоптотског деловања испитиваних 

супстанци  

У овом поглављу представљени су резултати цитотоксичности испитиваних третмана на 

HCT-116 и SW480 ћелијским линијама карцинома колона и здравим фибробластима коже, тип 

ћелијске смрти који ови третмани изазивају, као и ефекти на поједине компоненте апоптотског 

сигналног пута. 

 2.1.1. Цитотоксичност екстраката биљака у појединачним и комбинованим 

третманима са Pd(II) комплексом  

Цитотоксичност испитиваних врста биљака и Pd(II) комплекса у појединачним и 

комбинованим третманима одређивана је МТТ тестом. Цитотоксичност је изражена преко IC50 

вредности (µg/ml), концентрације која убија 50% ћелија. IC50 вредности испитиваних врста биљака 

на HCT-116 ћелијској линији дате су у Табели 3.  

Резултати су показали да све тестиране биљке, осим G. punctata, изазивају дозно и 

временски зависне цитотоксичне ефекте, а интензитет ефеката зависи од врсте биљке и екстракта 

(Табела 3, Прилог 3), уз одређене специфичности које ће бити наглашене у даљем тексту. Према 

критеријумима Америчког Националног Института за канцер (American National Cancer Institute, 

NCI) добром цитотоксичношћу биљних екстраката сматрају се IC50 вредности ниже од 30 µg/ml 

(Suffness и Pezzuto, 1990). У односу на овај критеријум, након 24 сата третмана најбољу 

цитотоксичност показју екстракти биљке A. flavum, затим екстракти биљке T. chamaedrys и 

екстракти листова биљке L. vulgare. Продужавањем третмана до 72 сата, интетнзитет 

цитотоксичности се повећава (временски зависан ефекат, Табела 3),  при чему је евидентирана и 

значајна цитотоксичност биљке C. erythrea (етилацетатни екстракт), што указује на 

антипролиферативни ефекат тестираних биљака. Изузетак у односу на временску зависност 

показују метанолни екстракти испитиваних биљака (Табела 3, Прилог 3). Метанолни екстракти 

биљака су показали добру цитотоксичност већ након 24 сата третмана, а продужењем третмана 

цитотоксичност ниских доза екстраката се смањује (више IC50 вредности, Табела 3), што сугерише 

да се HCT-116 ћелије адаптирају на ове третмане и чак пролиферишу. 
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У односу на вид екстракције, резултати су показали да различите врсте екстраката показују 

разлике у цитотоксичности. Генерално, најбоље цитотоксичне ефекте показују метанолни 

екстракти већ након 24 сата третмана, што је претходно објашњено. Ацетонски екстракт се 

показао као најефикаснији у случају биљке A. flavum. Међу коришћеним растварачима, 

етилацетатни екстракти испитиваних врста биљака показују најслабију активност, осим у случају 

биљке C. erythrea.  

Табела 3. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних биљака и Pd(II) комплекса 
у појединачним третманима на HCT-116 ћелијској линији. 

 Екстракт 24 h 72 h 

Teucrium 
chamaedrys 

M 25.36±0.98 30.77±1.39 
E 292.01±5.12 96.63±3.64 
A 271.77±6.39 94.00±3.47 

Allium flavum 
M 28.29±0.99 35.09±1.87 
E 84.76±1.21 35.00±1.39 
A 62.17±1.19 14.80±1.39 

Gentiana punctata 
M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

Ligustrum vulgare - 
листови 

M 28.20±1.09 24.60±1.07 
E 57.12±2.68 29.81±2.88 
A 133.52±3.64 54.05±2.09 

Ligustrum vulgare - 
плодови 

M 47.40±2.46 108.00±2.94 
E 154.96±5.79 104.50±3.48 
A 175±5.41 101.78±3.72 

Centaurium erythrea 
M 309±6.13 490.28±7.39 
E 154.18±1.25 30.82±2.97 
A 624.32±4.78 94.50±2.56 

Pd(II) комплекс 16.98±0.21 6.51±0.02 
лиганд 336.75±2.20 >500 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Графикон 1. Цитотоксична активност Pd(II) комплекса на HCT-116 ћелијској линији  
након 24 и 72 сата.  

 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 
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Pd(II) комплекс показује изузетно добру дозно и временски зависну цитотоксичност, са 

ниским IC50 вредностима на HCT-116 ћелијама (Табела 3, Графикон 1). Лиганд хидантоинског 

типа, коришћен у синтези Pd(II) комплекса, не показује цитотоксичну активност.  

У циљу испитивања евентуалних синергистичких ефеката биљака са најбољом (A. flavum) 

и најслабијом цитотоксичном активношћу (G. punctata) и Pd(II) комплекса тестирани су њихови 

цитотоксични ефекти у комбинованим третманима. За комбиноване третмане коришћене су ниске 

концентрације Pd(II) комплекса, 0.1 и 10 µM. У појединачним и комбинованим третманима 

коришћене су идентичне концентрације биљних екстраката и IC50 вредности израчунаване у 

односу на ове концентрације, а резултати су приказани у Табели 4. У циљу испитивања 

потенцијалне синергистичке, адитивне или антагонистичке активности између екстраката биљака 

и Pd(II) комплекса поређени су ефекти сваке појединачне коришћене концентрације (инхибиција 

ћелијског раста), добијени у појединачним третманима са ефектима добијеним у комбинованим 

третманима, а вредности комбинационих индекса (Chou и Talalay, 1983) су дате у Прилогу 4. У 

појединачним третманима 0.1 µM концентрација Pd(II) комплекса не изазива цитотоксичан ефекат, 

док 10 µM концентрација убија 30-40% HCT-116 ћелија након 24 и 72 сата. У комбинованим 

третманима екстракти биљака и Pd(II) комплекс показују синергистичке ефекте и смањују IC50 

вредности (Табела 4, Прилог 4).  

Комбиновани третмани екстраката биљке A. flavum и 0.1 µM концентрације Pd(II) 

комплекса снижавају IC50 вредности у односу на појединачне третмане екстрактима биљке, а 10 

µM концентрација Pd(II) комплекса изазива још бољу цитотоксичност, са веома ниским IC50 

вредностима. Након дужег времена излагања комбинованим третманима екстраката биљке A. 

flavum и 0.1 µM концентрације Pd(II) комплекса долази до временски зависне цитотоксичности, 

док у третману са 10 µM концентрацијом Pd(II) комплекса долази до благог повећања IC50 

вредности, али не и пролиферације ћелија. Метанолни екстракт биљке A. flavum у комбинацији са 

Pd(II) комплексом изазива најбољу цитотоксичност и синергистичке ефекте у односу на остале 

екстракте.  

Комбиновани третмани екстраката биљке G. punctata и 0.1 µM концентрације Pd(II) 

комплекса делују синергистички и изазивају смањење вијабилности ћелија (Прилог 3), али су 

прерачунате IC50 вредности више од 500 µg/ml. Комбиновани третмани са 10 µM концентрацијом 

Pd(II) комплекса изазивају повећану цитотоксичност, са ниским IC50 вредностима, чак 0.17 µg/ml 

за ацетонски екстракт након 24 сата, што уједно представља најбољу добијену цитотоксичност 

(Табела 4). Метанолни и етилацетатни екстракт у комбинацији са Pd(II) комплексом изазивају 

дозно и временски зависну цитотоксичност. Обзиром на високу цитотоксичност 10 µM Pd(II) 
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комплекса прерачунате CI вредности показују углавном антагонистичке и адитивне, ређе 

синергистичке интеракције са метанолним и етилацетатним екстрактима биљке G. punctata, док 

ацетонски екстракт изазива углавном синергистичке цитотоксичне ефекте.  

Табела 4. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних врста биљака у 
комбинованим третманима са Pd(II) комплексом на HCT-116 ћелијској линији. 

Биљка Pd (µM) Екстракт 24 h 72 h 

Allium  
flavum 

 

0.1 
M 12.85±0.13 10.51±1.01 
E 186.14±3.29 32.21±2.32 
A 17.07±0.49 16.84±0.89 

10 
M 1.60±0.05 1.74±0.08 
E 0.016±0.001 1.13±0.02 
A 2.49±0.12 3.74±0.02 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

 
10 
 

M 61.95±2.65 35.85±1.53 
E >500 53.41±3.14 
A 0.17±0.05 29.54±2.58 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Испитиване врсте биљака, изузев екстракта биљке G. punctata, изазивају дозну и 

временски зависну цитотоксичност на SW480 ћелијској линији (Табела 5, Прилог 3).  

Табела 5. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних врста биљака и Pd(II) 
комплекса у појединачним третманима на SW480 ћелијској линији.  

 Екстракт 24 h 72 h 

Teucrium 
chamaedrys 

M 53.27±2.13 20.87±2.71 
E 126.89±1.91 63.57±1.08 
A 163.44±2.69 36.13±0.93 

Allium flavum 
M 22.20±1.13 20.87±1.37 
E 22.99±1.36 13.03±1.01 
A 2.24±0.35 1.64±0.19 

Gentiana punctata 
M >500 >500 
E >500 >500 
A 225.29±7.93 222.86±6.85 

Ligustrum vulgare - 
листови 

M 29.85±2.49 27.78±1.12 
E 54.76±3.45 28.88±1.05 
A 53.38±3.97 0.64±0.15 

Ligustrum vulgare - 
плодови 

M 43.94±2.94 29.07±1.87 
E 158.23±2.17 72.79±3.69 
A 29.82±1.87 3.08±0.37 

Centaurium erythrea 
M >500 286.32±7.31 
E 86.41±1.28 36.05±2.01 
A 42.30±1.81 25.33±0.99 

Pd(II) комплекс 15.73±0.25 8.89±0.36 
лиганд >500 366.00±2.55 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка  
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Након 72 сата повећавају се цитотоксични ефекти, што указује на антипролиферативну 

активност тестираних биљака на SW480 ћелијама. Најбоље ефекте показју екстракти биљке A. 

flavum (све IC50 вредности су ниже од 30 µg/ml), док биљка G. punctata не показује цитотоксичне 

ефекте (IC50 вредности су веће од највише испитиване концентрације, 500 µg/ml, осим у третману 

ацетонским екстрактом). У односу на NCI критеријум добру цитотоксичност показује и метанолни 

екстракт биљке T. chamaedrys, екстракти листова и плодова биљке L. vulgare, ацетонски екстракт 

биљке C. erythrea.  

Уочене су разлике у цитотоксичности међу различитим врстама екстраката на SW480 

ћелијама. Метанолни екстракт биљке T. chamaedrys је ефикаснији у односу на етилацетатни и 

ацетонски екстракт. На SW480 ћелијама ацетонски екстракт изазива најбоље ефекте у случају  

биљке A. flavum, екстракта листова (подједнако као метанол) и плодова биљке L. vulgare и C. 

erythrea.  

Pd(II) комплекс показује изузетно добру дозно и временски зависну цитотоксичност, са 

ниским IC50 вредностима на испитиваној SW480 ћелијској линији (Табела 5, Графикон 2).  

 

Графикон 2. Цитотоксична активност Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији  
након 24 и 72 сата.  

 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка  

Табела 6 приказује IC50 вредности комбинованих третмана екстраката изабраних врста 

биљака и Pd(II) комплекса на SW480 ћелијама. У појединачним третманима 0.1 µM концентрација 

Pd(II) комплекса не изазива цитотксичне ефекте, а 10 µM концентрација убија 17% SW480 ћелија 

након 24 сата и 38% ћелија након 72 сата. Све IC50 вредности у комбинованим третманима 

екстраката биљке A. flavum и Pd(II) комплекса су ниже од 30 µg/ml. Комбиновани третмани 

екстраката биљке G. punctata са обе концентрације Pd(II) комплекса изазивају синергистичко 

повећање цитотоксичности, односно смањења IC50 вредности у односу на појединачне третмане 
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(Прилог 4). На SW480 ћелијама уочавају се разлике у интеракцији у различитим временима 

излагања, након 72 долази до синергистичких ефеката међу испитиваним супстанцама. 

Табела 6. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних врста биљака у 
комбинованим третманима са Pd(II) комплексом на SW480 ћелијској линији.  

Биљка Pd (µM) Екстракт 24 h 72 h 

Allium  
flavum 

 

0.1 
M 7.49±0.08 9.43±0.25 
E 18.88±2.79 25.21±4.38 
A 3.55±0.09 6.17±1.00 

10 
M 4.10±0.04 0.066±0.001 
E 21.40±1.97 1.88±0.03 
A 1.06±0.06 0.074±0.001 

Gentiana 
punctata 

0.1 
M 393.01±2.18 235.18±3.13 
E >500 493.35±3.28 
A 251.32±2.47 223.45±4.21 

10 
M 109.54±5.43 0.40±0.01 
E 340.52±2.22 42.29±0.99 
A 13.05±1.09 2.01±0.02 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

У Табели 7 су приказане IC50 вредности испитиваних врста биљака и Pd(II) комплекса на 

здравој ћелијској линији, фибробластима коже.  

Табела 7. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних врста биљака и Pd(II) 
комплекса у појединачним третманима на здравим фибробластима коже. 

               Екстракт 24 h 72 h 

Teucrium chamaedrys 
M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

 
Allium flavum 

M 222.25±2.65 208.08±1.87 
E >500 235.31±4.21 
A 201.36±1.98 198.12±0.12 

 
Gentiana punctata 

M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

Ligustrum vulgare - 
листови 

M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

Ligustrum vulgare - 
плодови 

M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

Centaurium 
erythrea 

M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

Pd(II) комплекс 63.43±0.95 24.41±0.99 
лиганд >500 >500 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка  

За разлику од осталих биљака, A. flavum показује одређену цитотоксичност у високим 

концентрацијама, што није значајно у односу на усвојен критеријум за IC50 вредности ниже од 30 
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µg/ml (Suffness и Pezzuto, 1990). Остале врсте биљака не показују цитотоксичну активност на 

фибробластима коже, са IC50 вредностима већим од 500 µg/ml.  

 Pd(II) комплекс изазива дозно и временски зависну цитотоксичност на здравим 

фибробластима коже, нарочито након 72 сата (Табела 7, Графикон 3).  

Графикон 3. Цитотоксична активност Pd(II) комплекса на здравим фибробластима коже  
након 24 и 72 сата.  

 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Резултати цитотоксичности комбинованих третмана на здравим фибробластима коже 

приказани су у Табели 8. Концентрација 10 µM Pd(II) комплекса убија 48% здравих фибробласта 

коже након 24 сата и 68% након 72 сата. Комбиновани третмани не показују синергистичке ефекте 

(Прилог 4), односно смањују цитотоксичност у односу на појединачне третмане Pd(II) комплексом 

на здравим фибробластима коже, супротно од ефекта комбинованих третмана на ћелијским 

линијама канцера.  

Табела 8. Цитотоксичност - IC50 вредности (µg/ml) екстраката испитиваних врста биљака у 
комбинованим третманима са Pd(II) комплексом на здравим фибробластима коже.  

Биљка Pd (µM) Екстракт 24 h 72 h 

Allium  
flavum 

 

0.1 
M 332.74±1.22 265.85±1.58 
E >500 >500 
A 360.37±5.12 >500 

10 
M 356.07±0.87 254.26±3.14 
E 277.68±3.54 268.81±2.87 
A 203.63±1.33 108.21±3.21 

Gentiana 
punctata 

0.1 
M >500 >500 
E >500 >500 
A >500 >500 

10 

M >500 321.04±1.04 
E >500 >500 

A >500 279.08±2.87 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка  
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У комбинованим третманима екстраката биљке A. flavum и 0.1 µM концентрације Pd(II) 

комплекса смањује се цитотоксичност у односу на појединачне третмане екстрактима биљке A. 

flavum. Комбновани третмани екстраката биљке G. punctata и Pd(II) комплекса не доводе до 

промене цитотоксичности у односу на појединачне третмане екстрактима, осим у случају 

метанолног и ацетонског екстракта у комбинацији са 10 µM концентрацијом Pd(II) комплекса 

након 72 сата. Обзиром на велику цитотоксичност 10 µM концентрације Pd(II) комплекса 

интеракције са екстрактима биљака су антагонистичке. Синергистички ефекат се јавља само у 

случају комбинованих третмана 0.1 µM концентрацијом Pd(II) комплека и појединих 

концентрација екстраката биљке G. punctata.  

Резултати показују (Прилог 4) да комбиновани третмани изазивају углавном 

синергистичке ефекте на ћелијама колоректалног карцинома, што зависи од коришћене 

концентрације, врсте комбинованог третмана и времена излагања. Генерално, боље синергистичке 

ефекте комбиновани третмани постижу на HCT-116 ћелијама у поређењу са ефектима на SW480 

ћелијама. Добијене CI вредности за комбиноване третмане екстраката биљака и Pd(II) комплекса 

на здравим фибробластима коже показују углавном антагонистичке и ређе адитивне цитотоксичне 

ефекте.  

2.1.2. Тип ћелијске смрти изазване појединачним и комбинованим третманима 

биљних екстраката и Pd(II) комплекса 

Обзиром да су испитивани екстракти лековитих биљака и Pd(II) комплекса показали 

цитотоксичност на тестираним ћелијским линијама карцинома колона, у даљем испитивању је 

одређиван тип ћелијске смрти, коришћењем АО/ЕБ микроскопске методе. Појединачни и 

комбиновани третмани испитиваних биљних екстраката и Pd(II) комплекса изазивају морфолошке 

промене карактеристичне за процесе апоптозе и некрозе (Слике 15 и 16). Карактеристичне 

морфолошке промене за процес апоптозе су пупљење ћелијске мембране, кондензација хроматина, 

смањење ћелијске запремине, фрагментација једра, формирање апоптотских тела. Некротске 

ћелије су кондензоване и униформно црвене боје.  



 

 

Слика 15. Типичне морфолошке промене
методом на микроскопу, увеличање

појединачним третманима

В - вијабилне (живе) ћелије; РА - рана апоптоза
АТ - 

 

Слика 16. Типичне морфолошке промене
методом на микроскопу, увеличање

појединачним третманима

В - вијабилне (живе) ћелије

Резултати

морфолошке промене HCT-116 ћелија, добијене флуoресцентним бојењем

увеличање 400×. На слици су приказане репрезентативне слике
појединачним третманима екстрактима испитиваних биљака. 

рана апоптоза; КА - касна апоптоза; Н - некроза; КХ - кондензација
 апоптотска тела; ПМ - пупљење мембране 

морфолошке промене SW480 ћелија, добијене флуoресцентним бојењем
увеличање 400×. На слици су приказане репрезентативне слике

појединачним третманима екстрактима испитиваних биљака. 
вијабилне живе) ћелије; РА - рана апоптоза; КА - касна апоптоза; Н - некроза
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ресцентним бојењем АО/ЕБ 
репрезентативне слике добијене у 

кондензација хроматина; 

 
ресцентним бојењем АО/ЕБ 

репрезентативне слике добијене у 

некроза 
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У Табелама 9, 10 и 11 приказани су проценти живих ћелија, ране и касне апоптозе и 

некрозе HCT-116 ћелија, а ефекти зависе од врсте биљке, врсте и концентрације екстракта и 

времена излагања.  

Третмани биљним екстрактима углавном изазивају апоптозу, у процентима који су у 

корелацији са њиховом  цитотоксичношћу. Након 72 сата у третманима метанолним екстрактима 

биљака T. chamaedrys L. vulgare и C. erythrea, концентрације 50 µg/ml долази до слабијих 

проапоптотских ефеката, што је у скаладу са резултатима добијеним МТТ тестом цитотоксичности 

и опоравком ћелија. На HCT-116 ћелијама сва три екстраката биљке L. vulgare изазивају некрозу у 

већем проценту у односу на третмане осталим биљкама, где се некроза јавља у веома ниским 

процентима.  

Табела 9. Проценти живих, апоптотских и некротских HCT-116 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана метанолним екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана. 

24 h концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 97.10±0.28 2.9±0.02 - - 
Teucrium 

chamaedrys 
50 38.92±1.28 56.29±3.81 2.16±0.41 2.63±0.78 
250 7.54±0.67 20.13±0.19 64.20±1.58 8.13±0.21 

Allium  flavum 
50 12.67±1.00 19.21±1.52 63.00±2.81 5.12±1.01 
250 2.50±0.20 11.01±0.05 80.17±4.17 6.32±0.47 

Gentiana punctata 
50 95.47±1.98 4.53±1.98 - - 
250 87.17±3.99 12.83±3.99 - - 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 47.68±2.91 51.74±3.12 0.28±0.03 0.28±0.03 
250 13.36±0.71 41.05±1.82 18.04±0.27 27.54±2.91 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 62.96±2.99 37.04±2.99 - - 
250 15.07±3.91 54.21±3.01 8.41±0.99 22.31±2.13 

Centaurium 
erythrea 

50 82.67±4.12 16.98±4.47 0.11±0.001 0.232±0.08 
250 67.76±3.63 24.71±3.88 5.64±0.15 1.88±0.02 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.09±2.12 2.91±0.13 - - 

Teucrium 
chamaedrys 

50 45.45±2.98 45.64±1.99 2.01±0.15 6.82±1.67 
250 3.04±0.03 55.65±2.15 38.26±2.14 3.04±0.01 

Allium flavum 
50 5.28±0.55 10.16±1.02 83.65±4.34 0.91±0.01 
250 2.13±0.13 3.89±0.81 91.79±2.98 2.19±0.90 

Gentiana punctata 
50 90.26±4.12 9.47±4.12 - - 
250 82.17±5.13 17.56±2.98 0.27±0.05 - 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 73.96±3.08 26.04±3.08 - - 
250 6.20±0.11 8.81±0.11 61.06±2.32 24.03±1.47 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 85.83±3.91 24.17±3.91 - - 
250 5.13±1.12 19.12±1.19 47.85±2.19 27.28±2.02 

Centaurium 
erythrea 

50 88.33±4.03 11.67±4.03 - - 
250 72.73±2.87 27.07±2.87 - - 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 
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Етилацетатни екстракти испитиваних биљака изазивају дозно и временски зависну 

проапоптотску активност на HCT-116 ћелијама, изузев биљке T. chamaedrys са бољом 

проапоптотском активношћу након 24 сата (Табела 10). Етилацетатни екстракти показују 

најслабију проапоптотску активност, пропорционално најслабијој цитотоксичности, у поређењу са 

осталим коришћеним екстрактима. Изузетак је етилацетатни екстракт биљке C. еrythrea.  

Табела 10. Проценти живих, апоптотских и некротских HCT-116 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана етилацетатним екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана. 

24 h концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 97.10±0.28 2.9±0.02 - - 

Teucrium chamaedrys 
50 67.64±1.07 30.46±6.17 1.05±0.32 0.83±0.39 
250 35.25±1.01 35.66±3.47 2.49±0.05 2.07±0.39 

Allium flavum 
50 73.07±7.07 24.32±4.98 1.84±0.72 0.74±0.04 
250 30.54±2.88 64.20±6.13 2.81±0.61 2.45±0.18 

Gentiana punctata 
50 82.43±5.55 17.83±5.13 - 0.24±0.001 
250 80.87±8.28 27.27±2.70 - 0.41±0.01 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 67.32±0.69 31.24±1.25 0.17±0.03 0.88±0.02 
250 12.54±1.12 8.69±1.18 14.54±2.01 38.85±2.81 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 74.47±2.91 25.04±2.91 - - 
250 20.01±0.47 15.14±2.22 43.80±1.87 21.05±3.47 

Centaurium erythrea 
50 77.06±5.56 20.65±3.39 1.18±0.03 1.12±0.07 
250 41.43±5.89 56.57±5.12 0.58±0.02 1.42±0.22 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.09±2.12 2.91±0.13 - - 

Teucrium chamaedrys 
50 78.28±1.60 21.28±2.05 0.44±0.01 - 
250 53.72±3.45 42.09±2.87 3.33±1.09 1.86±0.13 

Allium  flavum 
50 66.23±2.04 33.76±2.04 - - 
250 20.01±0.52 64.59±4.33 1.66±0.001 0.73±0.02 

Gentiana punctata 
50 74.56±2.31 25.44±2.31 - - 
250 65.20±0.59 27.21±3.08 - 0.17±0.01 

Ligustrum vulgare-
листви 

50 55.56±3.62 44.44±3.62 - - 
250 15.43±1.98 17.13±1.06 52.85±4.13 14.59±2.87 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 71.09±1.17 28.91±1.17 - - 
250 13.12±0.12 2.18±0.07 63.39±3.31 21.49±2.99 

Centaurium erythrea 
50 72.52±4.12 26.26±1.12 0.46±0.01 0.76±0.02 
250 20.35±2.49 74.83±3.01 4.83±1.12 - 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Ацетонски екстракти испитиваних биљака изазивају дозно и временски зависну 

проапоптотску активност на HCT-116 ћелијама, изузев екстракта плода биљке L. vulgare која бољу 

активност постиже након 24 сата (Табела 11). Поређењем проапоптотске активности различитих 

врста екстраката ацетонски екстракт биљке G. punctata показују најбољу проапоптотску активност 

у поређењу са метанолним и етилацетатним у оба испитивана времена (Табела 11). 
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Табела 11. Проценти живих, апоптотских и некротских HCT-116 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана ацетонским екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана.  

24 h концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 97.10±0.28 2.9±0.02 - - 
Teucrium 

chamaedrys 
50 73.58±4.91 22.04±2.98 3.08±1.00 1.26±0.13 
250 58.83±5.12 29.81±4.81 11.10±1.10 0.25±0.25 

Allium flavum 
50 49.13±3.81 36.51±3.33 12.30±2.11 2.15±0.18 
250 19.55±0.87 34.12±1.98 36.89±2.91 0.26±0.02 

Gentiana punctata 
50 87.05±4.89 12.06±2.18 0.51±1.29 0.38±0.16 
250 84.71±3.91 14.71±2.89 0.22±0.12 0.34±0.07 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 79.53±4.91 18.78±3.09 0.34±0.98 1.35±0.12 
250 18.16±2.12 43.71±2.19 4.66±1.02 33.48±2.41 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 68.79±2.32 42.91±2.12 2.38±0.67 1.98±0.98 
250 20.68±1.13 50.34±4.90 20.75±3.98 28.23±2.90 

Centaurium 
erythrea 

50 86.23±3.34 13.77±3.34 - - 
250 61.13±2.13 30.87±2.13 - - 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.09±2.12 2.91±0.13 - - 

Teucrium 
chamaedrys 

50 75.89±5.12 24.11±5.12 - - 
250 27.05±1.98 49.09±1.09 18.86±1.03 - 

Allium flavum 
50 30.54±2.11 55.44±3.81 11.72±1.11 2.30±0.12 
250 0.98±0.01 3.13±0.16 94.02±1.43 1.87±0.01 

Gentiana punctata 
50 87.09±4.18 12.15±1.03 0.38±0.01 0.38±0.01 
250 85.09±3.37 5.35±0.18 0.37±0.01 0.55±0.02 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 73.14±3.12 25.82±1.91 0.69±0.12 0.35±0.01 
250 10.87±2.03 34.13±1.29 20.65±4.12 34.35±4.01 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 77.18±3.91 22.38±3.19 - - 
250 36.72±4.19 60.31±3.19 1.81±0.02 1.15±0.03 

Centaurium 
erythrea 

50 83.13±2.09 16.87±2.09 - - 
250 45.70±2.17 43.31±1.05 9.06±0.59 1.93±0.07 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка   

Pd(II) комплекс индукује апоптозу, али и високе проценте некрозе HCT-116 ћелија у свим 

концентрацијама изузев најниже (0.1 µM), која не индукује цитотоксичност (Табела 12). 

Екстракти биљака са најбољом и најслабијом апоптотском активношћу коришћени су у 

комбинованим третманима са 0.1 и 10 µM концентрацијом Pd(II) комплекса. Иако 10 µM 

концентрација Pd(II) комплекса изазива некрозу, у комбинованом третману са биљним 

екстрактима смањује се проценат живих ћелија, појачава се апоптотска активност у односу на 

појединачне третмане биљним екстрактима и смањује некротска активност у односу на 

појединачни третман Pd(II) комплексом на HCT-116 ћелијама (Табела 13). 
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Табела 12. Проценти живих, апоптотских и некротских HCT-116 ћелија мерених AO/EB 
методом на флуоресцентном микроскопу, након третмана различитим концентрацијама Pd(II) 
комплекса. Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана.  

Pd (µM) V EA LA N 
24 h 

Контролне ћелије 97.10±0.28 2.9±0.02 - - 
0.1 96.10±1.25 2.25±0.01 0.36±0.03 1.02±0.01 
10 58.91±2.25 13.43±0.98 4.55±0.06 23.11±0.25 
50 29.52±1.62 10.68±0.43 17.42±1.09 42.38±2.12 
250 9.13±0.99 7.81±0.01 4.93±0.04 78.13±2.98 

72 h 
Контролне ћелије 97.09±2.12 2.91±0.13 - - 

0.1 95.23±2.36 4.77±0.87 - - 
10 53.42±1.25 4.37±0.12 19.13±0.25 23.08±1.33 
50 3.41±0.98 40.30±1.87 31.41±1.76 25.87±1.05 
250 0.51±0.05 14.83±0.09 14.41±0.99 70.25±2.91 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Табела 13. Проценти живих, апоптотских и некротских HCT-116 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након комбинованих третмана испитиваних врста биљака и Pd(II) 
комплекса. Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана. 

Биљке Pd (µM) Екстракт V EA LA N 
24 h 

Контролне ћелије 97.10±0.28 2.9±0.02 - - 
 

 
Allium 
flavum 

 

0.1 
M 30.13±1.11 24.49±1.09 44.13±2.07 1.25±0.08 
E 75.72±3.12 24.28±0.07 - - 
A 35.68±1.08 60.42±3.22 2.38±0.01 1.52±0.07 

10 
M 20.82±1.98 19.16±0.88 58.21±1.55 1.81±0.01 
E 28.19±1.09 67.67±2.86 2.13±0.07 2.01±0.001 
A 17.20±0.99 63.25±1.71 11.45±0.19 8.03±0.01 

 
 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 67.25±1.31 53.74±2.79 - - 
E 78.47±2.90 8.26±0.04 9.43±0.08 3.38±0.21 
A 74.83±2.21 19.90±0.05 3.29±0.01 1.97±0.07 

 
10 
 

M 48.39±1.32 47.33±1.91 2.84±0.07 1.42±0.11 
E 65.36±1.10 28.77±0.08 3.63±0.08 2.23±0.21 
A 34.00±0.67 46.99±0.45 15.91±0.98 3.09±0.01 

72 h 
Контролне ћелије 97.09±2.12 2.91±0.13 - - 

 
Allium 
flavum 

 

0.1 
M 19.03±1.11 24.41±1.91 56.56±1.02 - 
E 88.01±2.23 11.99±0.11 - - 
A 57.06±2.91 42.93±1.13 - - 

10 
M 8.41±0.98 1.87±0.98 85.05±2.02 4.67±0.19 
E 38.31±1.11 56.82±3.01 3.88±0.32 0.99±0.06 
A 19.44±1.01 24.44±2.01 37.50±0.81 18.61±0.93 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 92.75±3.98 7.25±0.02 - - 
E 81.74±4.91 18.25±0.02 - - 
A 91.73±4.11 8.27±0.16 - - 

 
10 
 

M 50.63±3.03 35.25±1.52 12.03±0.38 2.09±0.11 
E 41.95±2.22 35.92±1.38 21.63±0.72 0.50±0.01 
A 43.51±2.77 38.52±2.11 17.46±0.79 0.53±0.01 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 
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Табеле 14, 15 и 16 приказују проценте живих ћелија, ране и касне апоптозе и некрозе 

SW480 ћелија изазване екстрактима испитиваних биљака. Третмани биљним екстрактима 

изазивају апоптозу као доминантан тип ћелијске смрти, док се некроза јавља у веома ниским 

процентима. Најбољу проапоптотску активност, сходно цитотоксичним ефектима, показују 

екстракти биљке A. flavum, а најслабију екстракти биљке G. punctata. 

Метанолни екстракти испитиваних врста биљака показују дозно и временски зависну 

проапоптотску активност, изузев екстракта биљке G. punctata, са слабијом проапоптотском 

активношћу након 72 сата (Табела 14). Метанолни екстракт биљке T. chamaedrys индукује највеће 

проценте апоптозе у поређењу са осталим екстрактима. 

Табела 14. Проценти живих, апоптотских и некротских SW480 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана метанолним екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана.  

24 h концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 98.02±3.12 1.98±0.03 - - 
Teucrium 

chamaedrys 
50 82.63±3.58 16.26±2.13 0.92±0.10 0.19±0.09 
250 23.03±1.15 67.21±1.09 4.05±0.91 5.71±0.89 

Allium flavum 
50 20.01±1.72 10.82±2.91 67.19±2.90 1.98±0.13 
250 19.98±1.67 5.31±1.90 72.59±2.18 2.12±0.98 

Gentiana punctata 
50 84.39±4.28 15.60±4.28 - - 
250 77.14±2.13 22.85±2.13 - - 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 46.30±3.12 53.69±3.12 - - 
250 31.65±3.81 25.37±3.81 40.97±2.11 2.01±0.12 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 54.25±5.33 45.74±5.34 - - 
250 48.92±2.07 51.08±2.07 - - 

Centaurium 
erythrea 

50 84.63±2.61 15.37±2.61 - - 
250 72.98±6.81 25.37±5.91 0.81±0.05 0.91±0.04 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.30±2.12 2.70±0.13 - - 

Teucrium 
chamaedrys 

50 66.78±3.89 20.54±2.89 4.96±1.12 1.71±0.23 
250 10.10±0.55 50.20±1.55 34.62±2.14 5.08±1.14 

Allium flavum 
50 3.21±0.23 20.12±1.87 74.67±2.31 2.00±0.27 
250 0.88±0.01 2.89±0.06 93.45±3.45 2.78±0.78 

Gentiana punctata 
50 91.08±5.12 3.05±0.12 3.00±0.11 2.87±0.19 
250 88.56±4.71 4.19±0.87 3.12±0.28 4.13±0.13 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 43.29±2.09 40.34±4.98 14.34±1.09 2.03±0.91 
250 29.06±1.02 31.90±3.12 33.03±1.28 5.07±0.28 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 49.61±3.12 26.40±1.09 2.69±0.21 1.275±0.32 
250 30.32±2.01 40.53±1.99 27.54±0.98 1.60±0.13 

Centaurium 
erythrea 

50 72.09±4.98 13.69±2.06 13.90±1.13 0.32±0.01 
250 70.32±6.09 16.92±2.09 11.89±1.09 0.87±0.02 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

 

 



 

Резултати истраживања 

 

77 

 

Етилацетатни екстракти биљака индукују дозно и временски зависну, али најслабију 

проапоптотску активност, пропорционално најслабијој цитотоксичности, у поређењу са остала два 

коришћена екстракта (Табела 15).  

Табела 15. Проценти живих, апоптотских и некротских SW480 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана етилацетатним екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана. 

24 h концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 98.02±3.12 1.98±0.03 - - 
Teucrium 

chamaedrys 
50 75.27±5.07 24.34±5.91 0.28±0.07 0.096±0.005 
250 50.85±3.98 46.62±2.91 1.83±0.12 0.70±0.08 

Allium flavum 
50 58.94±4.69 35.72±2.61 2.42±0.90 0.25±0.02 
250 25.25±3.15 68.75±6.7 1.80±0.08 0.096±0.01 

Gentiana punctata 
50 68.50±8.57 29.31±6.9 1.36±0.12 0.89±0.15 
250 64.31±5.30 35.38±5.20 - 0.99±0.03 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 60.55±5.82 39.33±5.90 - 0.11±0.01 
250 25.74±1.24 73.42±6.01 0.42±0.12 0.40±0.02 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 76.38±2.15 23.41±2.26 - 0.22±0.08 
250 25.95±4.07 73.95±6.91 - 0.58±0.01 

Centaurium 
erythrea 

50 72.18±2.21 24.32±5.13 0.81±0.07 2.08±0.85 
250 37.07±2.71 62.03±3.38 0.12±0.03 0.77±0.04 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.30±2.12 2.70±0.13 - - 

Teucrium 
chamaedrys 

50 74.42±7.13 23.97±6.38 2.79±0.09 - 
250 46.29±1.19 42.86±5.9 10.03±2.40 0.81±0.02 

Allium flavum 
50 61.63±4.29 35.94±3.50 2.22±0.70 0.16±0.03 
250 13.06±1.72 48.48±1.27 37.45±5.63 0.99±0.01 

Gentiana punctata 
50 79.92±3.27 14.77±0.83 5.13±1.61 0.18±0.02 
250 60.21±0.21 38.52±0.88 1.18±0.58 0.085±0.01 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 54.08±2.39 41.72±2.01 4.19±0.93 - 
250 22.84±4.29 60.99±0.19 7.94±4.22 0.23±0.02 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 69.88±1.98 28.98±1.39 2.067±1.02 - 
250 30.04±2.09 24.12±2.61 13.46±3.54 1.63±0.15 

Centaurium 
erythrea 

50 72.37±3.25 25.13±3.96 2.31±0.81 0.21±0.04 
250 31.75±1.25 59.41±1.34 8.31±2.40 0.53±0.18 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Ацетонски екстракти биљака показују најбољу дозно и временски зависну проапоптотску 

активност у поређењу са осталим екстрактима у оба испитивана времена (Табела 16), изузев у 

случају биљке T. chamaedrys. 
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Табела 16. Проценти живих, апоптотских и некротских SW480 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана ацетонским екстрактом испитиваних врста биљака. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана.  

24 h Концентрације 
(µg/ml) 

V EA LA N 

Контролне ћелије 0 98.02±3.12 1.98±0.03 - - 
Teucrium 

chamaedrys 
50 84.51±5.69 14.66±5.38 0.26±0.04 0.57±0.12 
250 43.62±3.71 51.50±0.12 2.27±0.27 2.11±0.56 

Allium flavum 
50 21.81±0.51 54.78±1.08 20.55±1.33 2.80±0.50 
250 2.01±0.15 1.83±0.13 96.16±0.98 - 

Gentiana punctata 
50 64.85±4.97 35.15±4.97 - - 
250 60.55±0.45 39.44±0.45 - - 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 67.95±5.13 30.00±4.81 1.03±0.12 1.03±0.12 
250 27.50±1.43 59.64±2.12 10.00±0.97 2.86±0.78 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 60.22±4.89 39.55±3.98 - 0.24±0.01 
250 28.03±0.36 67.69±0.87 1.49±0.21 2.78±0.21 

Centaurium 
erythrea 

50 69.17±5.99 30.43±0.87 0.27±0.05 0.13±0.02 
250 18.30±1.89 81.18±1.09 0.17±0.02 0.34±0.11 

72 h  V EA LA N 
Контролне ћелије 0 97.30±2.12 2.70±0.13 - - 

Teucrium 
chamaedrys 

50 68.34±0.23 28.74±0.69 2.11±0.14 1.58±0.37 
250 13.15±3.28 84.89±4.76 0.58±0.01 - 

Allium flavum 
50 9.31±0.10 40.12±2.14 46.55±2.55 4.02±0.04 
250 2.93±0.01 32.13±0.18 61.19±4.47 3.75±0.22 

Gentiana punctata 
50 62.01±5.12 37.99±5.12 - - 
250 54.71±4.98 45.29±4.98 - - 

Ligustrum vulgare-
листови 

50 20.57±3.56 61.83±5.02 16.40±1.12 1.26±0.27 
250 18.78±2.17 59.98±6.08 18.89±3.12 2.36±0.56 

Ligustrum vulgare-
плодови 

50 28.40±1.21 48.15±4.12 21.34±2.02 2.11±0.05 
250 17.94±3.01 48.33±4.12 31.20±2.09 2.53±0.12 

Centaurium 
erythrea 

50 56.92±2.99 42.4±2.01 0.89±0.12 0.71±0.11 
250 15.81±3.01 71.79±2.92 11.63±0.40 0.69±0.01 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка  

Табела 17. Проценти живих, апоптотских и некротских SW480 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након третмана различитим концентрацијама Pd(II) комплекса. 
Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана. 

Pd (µM) V EA LA N 
24 h 

Контролне ћелије 98.02±3.12 1.98±0.03 - - 
0.1 96.32±2.31 5.68±0.23 - - 
10 78.13±2.31 3.05±0.02 3.64±0.02 15.18±0.13 
50 19.63±0.76 18.13±1.03 10.10±0.99 52.14±1.92 
250 0.15±0.05 15.02±0.87 8.13±0.91 76.70±2.09 

72 h 
Контролне ћелије 97.30±2.12 2.70±0.13 - - 

0.1 96.13±2.58 3.87±0.21 - - 
10 59.82±1.25 14.53±0.59 10.13±1.11 15.52±0.58 
50 5.00±0.04 29.88±1.64 30.07±1.00 35.05±2.01 
250 2.32±0.49 25.23±1.12 20.34±1.04 52.11±2.81 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 
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Pd(II) комплекс у испитиваним концентрацијама, изузев најниже 0.1 µM, изазива високе 

проценте некрозе (Табела 17).  

У комбинованим третманима смањује се проценат живих ћелија, појачава се апоптотска 

активност у односу на појединачне третмане биљним екстрактима и смањује некротска активност 

у односу на појединачни третман 10 µM концентрације Pd(II) комплекса (Табела 18).  

Табела 18. Проценти живих, апоптотских и некротских SW480 ћелија мерених AO/EB методом на 
флуоресцентном микроскопу, након комбинованих третмана испитиваних врста биљака и Pd(II) 
комплекса. Проценти ћелија су мерени 24 и 72 сата након третмана.   

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 

V EA LA N 

24 h 
Контролне ћелије 98.02±3.12 1.98±0.03 - - 

Allium  
flavum 

0.1 
M 28.91±1.45 38.10±1.78 29.71±0.17 3.28±0.12 
E 73.05±3.81 26.52±0.65 0.43±0.02 - 
A 35.35±1.42 61.82±1.42 2.51±0.02 0.32±0.09 

10 
M 20.01±1.44 18.82±1.11 60.12±2.28 1.05±0.06 
E 50.13±1.12 43.97±0.99 3.58±0.09 2.32±0.02 
A 29.81±0.43 52.48±0.98 7.13±1.89 10.58±0.02 

Gentiana 
punctata 

0.1 
M 69.57±2.04 30.03±0.88 0.39±0.09 - 
E 72.13±1.09 25.98±0.35 1.89±0.07 - 
A 73.81±2.39 26.19±2.13 - - 

10 
M 50.71±2.12 45.51±2.76 2.83±0.11 0.94±0.02 
E 50.22±2.92 43.66±2.11 5.20±0.13 2.26±0.22 
A 40.54±1.03 48.82±2.06 7.64±0.26 2.99±0.55 

72 h 
Контролне ћелије 97.30±2.12 2.70±0.13 - - 

Allium  
flavum 

 

0.1 
M 5.05±0.13 2.13±0.02 92.82±2.29 - 
E 77.81±1.71 22.19±0.77 - - 
A 26.82±1.74 70.60±1.94 2.58±0.28 - 

10 
M 2.51±0.22 2.99±0.99 93.51±3.01 0.99±0.02 
E 25.18±0.09 63.77±3.02 10.13±0.35 0.92±0.02 
A 13.51±0.98 62.62±3.42 22.35±1.11 1.52±0.07 

Gentiana 
punctata 

0.1 
M 85.51±2.65 12.18±1.14 2.31±0.07 - 
E 78.41±3.51 19.04±1.03 2.55±0.01 - 
A 79.18±4.91 20.82±2.21 - - 

10 
M 32.58±1.18 63.49±2.99 2.85±0.18 1.08±0.04 
E 30.13±2.91 64.74±3.01 3.58±0.73 1.55±0.04 
A 20.02±1.03 41.42±1.39 36.98±1.03 1.76±0.13 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

На основу резултата цитотоксичне и апоптотске активности екстраката испитиваних врста 

биљака уочава се да метанолни екстракти показују најбољу или добру активност у поређењу са 

етилацетатним и ацетонским екстрактом. Из тих разлога метанолни екстракти су коришћени за 

даља испитивања механизама апоптозе. 

 

 



 

 

2.1.3. Експресија Fas рецептора

Протеинска експресија Fas 

спопљашњем апоптотском сигналном

експримирани на нетретираним HCT

Слика 17. Протеинска експресија
Слике су добијене на флуоресцентном

боја), а Fas рецептори

Слика 18. Протеинска експресија
екстрактима испитиваних врста

флуоресцентном микроскопу, на увеличању
обојена плаво (DAPI боја), а Fas 

Након 24 сата трајања третмана

експресија Fas рецептора у односу

Протеинска експресија Fas рецептора

биљке L. vulgare. Остале биљке доводе

Резултати

рецептора на ћелијској мембрани  

експресија Fas рецептора, као једне од првих активираних

апоптотском сигналном путу, детектована је имунофлуоресценцом. Fas 

HCT-116 ћелијама (Слика 17).  

 
експресија Fas рецептора у HCT-116 контролним (нетретираним

флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×. Једра су обојена
рецептори црвено (секундарно антитело конјуговано са Cy3

Протеинска експресија Fas рецептора у HCT-116 ћелијама третираним метанолним

врста биљака, концентрације 50 µg/ml. Слике су добијене
микроскопу на увеличању 600×, након 24 сата инкубације са третманом

а Fas рецептори црвено (секундарно антитело конјуговано

третмана метанолним екстрактима биљака долази

рецептора у односу на нетретиране, контролне HCT-116 ћелије

рецептора је највише изражена у третману метанолним

Остале биљке доводе до приближно истог повећања протеинске
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активираних компоненти у 

оресценцом. Fas рецептори су 

нетретираним) ћелијама. 
Једра су обојена плаво (DAPI 

Cy3). 

 

третираним метанолним 
Слике су добијене на 

инкубације са третманом. Једра су 
антитело конјуговано са Cy3). 

биљака долази до повећане 

ћелије (Слика 18). 

третману метанолним екстрактом 

протеинске експресије Fas 



 

 

рецептора у односу на контролу

проапототске ефекте.  

Испитиване концентрације

рецептора у односу на нетретиране ћелије

19).  

Слика 19. Протеинска експресија
концентрацијама Pd(II) комплекса

600×, након 24 сата инкубације са третманом
црвено (секундарно

Слика 20. Протеинска експресија Fas 
метанолних екстраката испитиваних врста

Pd(II) комплекса. Слике су добијене на
инкубације са третманом. Једра су

Комбиновани третмани доводе

на појединачне третмане (Слика 20)

Након третмана метанолним

експресија Fas рецептора (Слика 22) 

Резултати

контролу, укључујући и биљку G. punctata, која пока

концентрације Pd(II) комплекс доводе до повећања протеинске

нетретиране ћелије, као и у односу на третмане биљним екстрактима

 

Протеинска експресија Fas рецептора у HCT-116 ћелијама третираним различитим

комплекса. Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу
инкубације са третманом. Једра су обојена плаво (DAPI боја), а

(секундарно антитело конјуговано са Cy3). 

 

експресија Fas рецептора у HCT-116 ћелијама након комбинованих
испитиваних врста биљака, концентрације 50 µg/ml и различитих
су добијене на флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600

третманом Једра су обојена плаво (DAPI боја), а Fas рецептори црвено
антитело конјуговано са Cy3). 

третмани доводе до повећања протеинске експресије Fas рецептора

Слика 20).  

третмана метанолним екстрактима биљака долази до повећане

Слика 22) у односу на нетретиране SW480 ћелије (Слика
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показује најслабије 

протеинске експресије Fas 

биљним екстрактима (Слика 

третираним различитим 
микроскопу, на увеличању 

, а Fas рецептори 

 

комбинованих третмана  
различитих концентрација 

увеличању 600×, након 24 сата 
рецептори црвено (секундарно 

експресије рецептора у односу 

до повећане протеинске 

Слика 21).  



 

 

Слика 21. Протеинска експресија
Слике су добијене на флуоресцентном

боја), а Fas рецептори

Слика 22. Протеинска експресија
екстрактима испитиваних врста

флуоресцентном микроскопу, на увеличању
обојена плаво (DAPI боја), а Fas 

Протеинска експресија Fas 

екстрактима биљака T. chamaedrys

активност. Нешто слабије изражена

биљкама са слабом цитотоксичношћу

 Pd(II) комплекс изазива повећану

нетретиране ћелије, као и у односу на

Резултати

 
експресија Fas рецептора у SW480 контролним (нетретираним

флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×. Једра су обојена
рецептори црвено (секундарно антитело конјуговано са Cy3

Протеинска експресија Fas рецептора у SW480 ћелијама третираним метанолним
врста биљака, концентрације 50 µg/ml. Слике су добијене

микроскопу на увеличању 600×, након 24 сата инкубације са третманом
а Fas рецептори црвено (секундарно антитело конјуговано

експресија Fas рецептора је највише изражена у третманима

T. chamaedrys, A. flavum и L. vulgare, које показују најбољу 

слабије изражена протеинска експресија Fas рецептора јавља

цитотоксичношћу, G. punctata и C. erythrea.  

изазива повећану протеинску експресију Fas рецептора

дносу на третмане биљним екстрактима (Слика 23).  
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нетретираним) ћелијама. 
Једра су обојена плаво (DAPI 

Cy3). 

 
третираним метанолним 
Слике су добијене на 

инкубације са третманом. Једра су 
антитело конјуговано са Cy3). 

третманима метанолним 

јбољу и проапоптотску 

 се у третманима 

рецептора у односу на 

 



 

 

Слика 23. Протеинска експресија
концентрацијама Pd(II) комплекса

600×, након 24 сата инкубације са третманом
црвено (секундарно

Слика 24. Протеинска експресија
метанолних екстраката испитиваних врста

Pd(II) комплекса. Слике су добијене на
инкубације са третманом. Једра су

 У комбинованим третманима

повећане протеинске експресије Fas 

појединачне третмане биљним екстрактом

punctata и Pd(II) комплекса доводе до

појединачне третмане биљком, али слабије

 2.1.4. Активност каспазе

 Резултати добијени мерењем

апоптотском сигналном путу (каспазе

Резултати

 
Протеинска експресија Fas рецептора у SW480 ћелијама третираним различитим

комплекса. Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу
инкубације са третманом. Једра су обојена плаво (DAPI боја), а

(секундарно антитело конјуговано са Cy3).  

 
експресија Fas рецептора у SW480 ћелијама након комбинованих

испитиваних врста биљака, концентрације 50 µg/ml и различитих
су добијене на флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600

третманом Једра су обојена плаво (DAPI боја), а Fas рецептори црвено
антитело конјуговано са Cy3). 

третманима (Слика 24) биљке A. flavum и Pd(II) комплекса

експресије Fas рецептора у односу на контролу, али смањене

биљним екстрактом и Pd(II) комплексом. Комбиновани третмани

комплекса доводе до повећања протеинске експресије Fas рецептора

биљком, али слабије у односу на појединачне третмане Pd(II) комплексом

каспазе 8 

добијени мерењем активности једне од иницијторских ензима

каспазе 8) у цитосолу контролних и третираних 
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третираним различитим 

микроскопу, на увеличању 
, а Fas рецептори 

 
комбинованих третмана  
различитих концентрација 

увеличању 600×, након 24 сата 
рецептори црвено (секундарно 

комплекса долази до 

али смањене у односу на 

Комбиновани третмани биљке G. 

рецептора у односу на 

Pd(II) комплексом.  

ских ензима у спољашњем 

тираних HCT-116 ћелија 
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показују да све испитиване врсте биљака доводе до статстички значајног повећања активности 

овог ензима у односу на контролне ћелије (Графикон 4). Метанолни екстракт плодова биљке L. 

vulgare изазива највећу активност каспазе 8, док C. erythrea изазива најслабију активност. Све 

остале биљке приближно једнако активирају каспазу 8 у HCT-116 ћелијама. 

Графикон 4. Активност каспазе 8 у HCT-116 контролним ћелијама и ћелијама третираним екстрактима 
испитиваних биљака, концентрације 50 µg/ml, 24 сата након третмана. 

 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Графикон 5. Активност каспазе 8 у HCT-116 ћелијама, након комбинованих третмана екстрактима 
биљака и Pd(II) комплекса, 24 сата након третмана.  

 
А+0.1 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; А+10 – A. flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; G+0.1 - G. punctata и 0.1 µМ 
Pd(II) комплекс; G+10 -  G. Punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс. Резултати су представљени као средња вредност из 

3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Pd(II) комплекс изазива највише повећање активности каспазе 8 у поређењу са контролним 

ћелијама и појединачним третманима екстрактима биљака (Графикон 5). У комбинованим 

третманима долази до повећања активности каспазе 8 у односу на контролу и појединачне 

третмане екстраката биљака и Pd(II) комплекса (Графикон 5). 

У SW480 ћелијама испитиване врсте биљака доводе до статистички значајног повећања 

активности каспазе 8 у односу на контролне ћелије, изузев екстракта биљке G. punctata (Графикон 

6). Повећање активности каспазе 8 је у корелацији са проапоптотском активношћу, метанолни 

екстракти T. chamaedrys, A. flavum и L. vulgare изазивају највећу активност каспазе 8 (Графикон 6).  
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Графикон 6. Активност каспазе 8 у контролним SW480 ћелијама и ћелијама третираним екстрактима 
испитиваних биљака, концентрације 50 µg/ml, 24 сата након третмана.  

 
Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Графикон 7. Активност каспазе 8 у SW480 ћелијама, након комбинованих третмана испитиваних 
врста биљака и Pd(II) комплекса, 24 сата након третмана.  

 
А+0.1 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; А+10 – A. flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; G+0.1 - G. punctata и 0.1 µМ 
Pd(II) комплекс; G+10 -  G. Punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс. Резултати су представљени као средња вредност из 

3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Pd(II) комплекс, у концентрацији 10 µМ изазива највишу активност каспазе 8 (Графикон 6). 

У комбинованим третманима биљке A. flavum и Pd(II) комплекса активност каспазе 8 је мања у 

односу на појединачне третмане. У комбинованим третманима биљке G. punctata и Pd(II) 

комплекса активност каспазе 8 је већа у односу на појединачни третман биљком, а мања у односу 

на појединачни третман Pd(II) комплексом.  

 2.1.5. Активност каспазе 9 

 Резултати добијени мерењем активности каспазе 9, један од иницијторских ензима 

унутрашњег апоптотског сигналног пута, у цитосолу контролних и третираних HCT-116 ћелија 

показују да испитиване врсте биљака доводе до повећања активности овог ензима у односу на 

контролне ћелије (Графикон 8). Активност каспазе 9 је у корелацији са цитотоксичношћу и 
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проапотпотском активношћу тестираних биљака: најјаче ефекте показују A. flavum, T. hamaedrys и 

L. vulgare, док је најмање повећање активности каспазе 9 евидентирано код третмана екстрактима 

биљака C. erythrea и G. punctata. 

Графикон 8. Активност каспазе 9 у HCT-116 контролним ћелијама и ћелијама третираним екстрактима 
испитиваних биљака, концентрације 50 µg/ml, 24 сата након третмана.  

 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Графикон 9. Активност каспазе 9 у HCT-116 ћелијама, након комбинованих третмана испитиваних 
врста биљака и Pd(II) комплекса, 24 сата након третмана.  

 

А+0.1 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; А+10 – A. flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; G+0.1 - G. punctata и 0.1 µМ 
Pd(II) комплекс; G+10 -  G. Punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс. Резултати су представљени као средња вредност из 

3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Pd(II) комплекс изазива највећу активност каспазе 9 (Графикон 9). У комбинованим 

третманима (Графикон 8) метанолним екстрактом биљке A. flavum и Pd(II) комплекса, активност 

каспазе 9 је већа у односу на појединачне третмане. Обрнута ситуација је у комбинованим 

третманима екстрактом биљке G. punctata и Pd(II) комплекса - активност каспазе 9 је мања у 

односу на појединачне третмане. 

У SW480 ћелијама све испитиване врсте биљака доводе до статистички значајног 

повећања активности каспазе 9 у односу на контролне ћелије (Графикон 10). Метанолни екстракт 

биљке A. flavum  индукује највеће повећање активности каспазе 9.  



 

Резултати истраживања 

 

87 

 

Графикон 10. Активност каспазе 9 у контролним SW480 ћелијама и ћелијама третираним екстрактима 
испитиваних биљака, концентрације 50 µg/ml, 24 сата након третмана.  

 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Графикон 11. Активност каспазе 9 у SW480 ћелијама, након комбинованих третмана испитиваних 
врста биљака и Pd(II) комплекса, 24 сата након третмана. 

 

А+0.1 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; А+10 – A. flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; G+0.1 - G. punctata и 0.1 µМ 
Pd(II) комплекс; G+10 -  G. Punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс. Резултати су представљени као средња вредност из 

3 независна експеримента ± стандардна грешка 

Pd(II) комплекс у концентрацији од 0.1 µМ не доводи до значајних промена активности 

каспазе 9, док 10 µМ концентрација Pd(II) комплекса значајно повећава активност овог ензима 

(Графикон 11). У комбинованим третманима биљака са 0.1 µМ концентрацијом Pd(II) комплекса 

активност каспазе 9 је мања у односу на појединачне третмане биљкама и Pd(II) комплексом 

(Графикон 11). У комбинованим третманима са 10 µМ концентрацијом Pd(II) комплекса активност 

каспазе 9 је већа у односу на појединачне третмане.  

2.2. Параметри прооксидационо/антиоксидационог статуса 

 У овом одељку представљени су резултати одговарајућих параметара редокс статуса у 

ћелијама третираним биљним екстрактима у појединачним и комбинованим третманима са Pd(II) 
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комплексом. Ови параметри обухватају концентрацију O2
.-, концентрацију нитрита, протеинску 

експресију iNOS и концентрацију GSH.  

 2.2.1. Концентрација супероксид анјон радикала 

 Концентрација O2
.- у контролним ћелијама и ћелијама третираним појединачним и 

комбинованим третманима биљних екстраката и Pd(II) комплексом одређивана је 

спектрофотометријски, након 24 и 72 сата.  

Табела 19. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 
0 

µg/ml 
10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

2
8

.0
0

±0
.2

2 

28.96±0.32 30.70±1.88* 33.28±0.08* 30.48±1.36* 
E 28.09±0.40 28.60±0.04 29.52±1.28 28.28±0.12 
A 29.88±1.32 33.52±1.60* 36.52±1.48* 33.00±4.92* 

 
Allium flavum 

 

M 29.24±0.44 29.92±1.68 30.20±0.16* 31.48±0.88* 
E 28.68±1.32 29.72±0.72 30.64±2.12* 30.44±1.00* 
A 40.08±2.08* 36.40±0.36* 31.64±0.04* 32.88±2.52* 

Gentiana 
punctata 

M 28.52±0.68 31.48±0.12* 28.88±0.08 30.05±0.96 
E 29.68±0.48 28.56±0.24 29.12±0.16 29.56±0.20 
A 31.52±0.08* 31.76±0.24* 28.08±1.44 28.40±0.24 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 28.76±0.04 29.04±1.76 29.24±2.52 32.00±1.48* 
E 30.84±0.28* 28.50±2.28 29.88±1.68 28.88±1.92 
A 30.10±2.00 32.76±0.36* 31.64±1.24* 28.60±1.40 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 33.20±1.36* 32.12±0.20* 36.04±0.12* 32.04±1.32* 
E 38.56±1.92* 30.52±1.80* 35.00±3.96* 29.32±1.40 
A 33.28±1.22* 33.72±0.28* 33.20±3.52* 30.52±0.20* 

Centaurium 
erythrea 

M 30.91±1.16* 30.44±1.00* 29.24±0.14* 29.99±1.38 
E 30.16±0.32 31.84±1.04* 30.01±1.12 29.52±0.96 
A 31.00±0.32* 30.01±0.12 29.44±1.54 29.44±0.16 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли  

 Добијене вредности за контролне HCT-116 ћелије и ћелије третиране биљним екстрактима 

су приказане у Табелама 19 и 20. Сви екстракти делују пророксидационо, односно изазивају 

повећање концентрације O2
.-, чак и до 30% у односу на контролне HCT-116 ћелије, након 24 сата. 

Повећање концентрације O2
.- зависи од врсте биљке коришћене у третману и типа екстракта. 

Екстракти са добром цитотоксичношћу изазивају већу продукцију O2
.- 
у односу на биљке са 

слабом цитотоксичношћу, а највећу продукцију изазива ацетонски екстракт биљке A. flavum. 

Екстракти плодова биљке L. vulgare, такође, изазивају значајно повећање концентрације O2
.-. 

Након 72 сата (Табела 20) поједине ниске концентрације биљних екстраката делују 

антиоксидационо и доводе до смањења концентрације O2
.- 
у односу на контролу, док високе делују 
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прооксидационо и повећавају O2
.- 
концентрацију. Концентрација O2

.- 
има незнатно ниже вредности 

у контролним ћелијама након 72 у односу на 24 сата. Када се упореде вредности концентрација 

O2
.- у два различита времена излагања у већини третмана постоји статистички значајна разлика. 

Уочавају се мање промене у концентрацији O2
.- између контролних и третираних ћелија након 72 у 

односу на 24 сата, односно јачи прооксидациони ефекат након 24 сата. 

Табела 20. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.   

Биљка Екстракт 
0 

µg/ml 
10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 
2

6
.4

8
±0

.4
2 

25.10±0.60# 27.00±0.68# 28.12±1.08# 30.24±0.40* 
E 25.84±0.08# 26.40±0.40 26.04±0.60# 27.16±0.44 
A 23.70±0.56*# 25.96±0.44# 27.52±1.84# 28.76±0.76# 

 
Allium flavum 

 

M 21.08±0.04*# 27.28±2.16# 26.76±0.04# 31.84±0.08* 
E 24.16±1.32# 23.80±0.76*# 25.00±0.52# 28.16±0.40# 
A 27.12±0.72# 28.40±0.88# 29.80±0.28*# 29.92±1.04*# 

Gentiana 
punctata 

M 25.64±0.12# 25.28±0.32# 25.72±0.04# 27.32±0.68# 
E 23.88±0.12*# 23.52±1.28*# 25.50±0.92# 26.60±1.40# 
A 21.80±1.80*# 23.70±0.64*# 26.60±1.08 25.88±0.36# 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 24.28±2.28# 26.04±1.24# 26.60±0.60# 28.48±0.80# 
E 26.88±0.48# 25.96±1.00# 26.88±0.32# 27.20±0.40 
A 27.24±0.84# 28.60±0.92# 28.40±0.40# 29.12±0.96 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 27.80±0.56# 28.80±0.8# 36.44±0.52* 30.76±0.04* 
E 28.40±1.04# 24.24±0.64# 27.48±0.44# 27.88±0.76 
A 27.44±3.04# 29.60±0.08# 28.84±0.36# 29.92±0.80* 

Centaurium 
erythrea 

M 23.80±0.56# 23.96±1.00# 24.84±0.28# 28.00±0.56# 
E 25.64±1.40# 24.76±1.64# 25.36±0.24# 27.32±1.96# 
A 27.92±0.08# 25.68±1.68# 27.52±1.92# 26.88±1.04# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

Pd(II) комплекс индукује дозно зависно повећање концентрације O2
.- (чак 35% у 

концентрацији од 250 µM) у третираним HCT-116  ћелијама 
у односу на контролне, након 24 и 72 

сата (Табела 21). Повећање концентрације O2
.- у односу на контролне ћелије је мање након 72 у 

односу на 24 сата, осим у третману највишом испитиваном концентрацијом. 

Табела 21. Ефекти Pd(II) комплекса на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију супероксид анјон 
радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  
Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM 50 µM 250 µM 

 24 h 28.00±0.22 34.96±1.36* 36.16±0.52* 36.32±0.48* 39.24±0.04* 
 72 h 26.48±0.42 30.44±0.28*# 30.88±0.32*# 32.84±1.80*# 43.04±4.48*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата  
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Табела 22. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на HCT-116 
ћелијској линији на концентрацију супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата 
након третмана.  

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 

0 
µg/ml 

10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

24 h 

Allium 
flavum 

0.1 
M 

2
8

.0
0

±0
.2

2 

32.20±0.60* 29.72±1.28 28.36±1.72 30.48±0.24 
E 29.56±0.28* 27.50±0.32 29.16±0.68 27.36±0.24 
A 30.60±0.52* 31.52±0.72* 30.44±0.76* 30.64±0.40* 

10 
M 32.60±1.40* 32.19±0.48* 32.40±1.52* 34.12±0.68* 
E 34.44±0.28* 33.28±0.64* 32.48±0.96* 32.32±0.32* 
A 33.68±0.32* 32.60±0.28* 32.32±0.24* 32.24±0.08* 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 32.72±0.68* 33.40±1.96* 34.00±1.20* 33.40±0.52* 
E 31.16±0.12* 30.92±1.96* 30.40±0.96* 29.08±0.92 
A 33.06±0.56* 34.08±0.56* 34.44±0.04* 36.44±2.20* 

 
10 
 

M 32.96±0.40* 34.16±0.76* 34.92±0.76* 33.52±0.88* 
E 31.88±0.28* 33.28±0.24* 32.96±2.00* 32.88±0.72* 
A 33.80±0.68* 34.36±0.04* 36.36±1.24* 33.00±0.24* 

72 h 

Allium 
flavum 

0.1 
M 

2
6

.4
8

±0
.4

2 

19.92±1.44*# 25.04±0.60# 25.60±0.40# 27.92±0.20# 
E 24.24±1.52*# 20.88±1.36*# 21.16±1.00*# 27.04±0.64 
A 28.44±0.21 25.36±0.08*# 29.64±0.84* 27.04±0.40# 

10 
M 26.04±0.52# 25.48±0.28# 25.70±0.32# 28.60±1.00# 
E 28.32±0.08# 28.56±0.24# 26.40±0.32# 27.12±0.80# 
A 31.20±0.40* 27.44±0.16# 29.77±0.12* 27.08±0.80# 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 21.28±0.40* 21.68±0.08* 24.28±1.40* 23.88±0.12* 
E 24.80±0.18* 23.32±0.24* 23.22±0.08* 22.12±0.28* 
A 27.20±0.40 28.12±0.12* 28.80±0.56* 27.80±0.20* 

 
10 
 

M 28.72±1.12*# 28.04±0.44*# 27.76±0.24# 27.14±1.00# 
E 27.40±0.04# 26.70±0.44# 28.08±0.64# 27.12±0.40# 
A 28.56±0.32*# 28.76±0.96*# 28.84±0.72*# 27.24±0.08# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

Концентрације Pd(II) комплекса (0.1 и 10 µM концентрације) у појединачним третманима 

повећавају концентрацију O2
.-. Продукција O2

.- 
у комбинованим третманима 

је већа у односу на 

појединачне третмане након 24 сата. Након 72 сата поједини комбиновани третмани изазивају 

смањење концентрације O2
.- (Табела 22). 

Табеле 23 и 24 приказују концентрације O2
.- 
у контролним SW480 ћелијама и ћелијама 

третираним биљним екстракатима. Све испитиване биљке делују пророксидационо, односно 

изазивају повећање концентрације O2
.- у односу на контролне SW480 ћелије, након 24 и 72 сата. 

Повећање продукције O2
.- 
зависи од врсте биљке коришћене у третману и типа екстракта и 

углавном је дозно зависно. Третмани екстрактима биљака које не показују цитотоксичне ефекте 

(G. punctata) или изазивају слабије цитотоксичне ефекте (C. erythrea) продукују ниже вредности 

O2
.-, за разлику од изузетно цитотоксичних екстраката биљака A. flavum, T. chamaedry и L. vulgare. 
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Табела 23. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  
Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

3
5

.1
2

±0
.1

3 

37.54±0.30 38.68±0.32* 39.28±0.80* 43.80±4.44* 
E 37.80±0.52* 37.88±2.52* 37.68±0.72 37.96±3.24* 
A 36.84±2.28 38.72±3.66* 38.20±1.72* 38.96±2.08* 

 
Allium flavum 

 

M 38.04±1.56* 38.32±0.88* 38.12±0.12* 43.20±4.32* 
E 36.84±0.60 38.04±0.68* 39.00±0.92* 38.92±0.66* 
A 38.36±1.32* 38.92±2.36* 40.28±0.52* 42.80±5.28* 

Gentiana 
punctata 

M 35.70±0.24 36.28±0.28 34.72±0.40 38.00±0.72* 
E 36.06±1.56 36.00±1.04 35.24±0.12 37.12±0.08 
A 37.72±1.68 37.73±0.52 37.48±0.04 38.52±0.12* 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 36.16±0.56 36.70±0.92 40.28±1.00* 39.24±1.56* 
E 36.76±0.04 36.84±0.36 39.64±0.44* 39.00±0.12* 
A 40.16±0.64* 40.32±0.24* 40.12±0.08* 41.36±1.76* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 38.16±0.16* 40.80±2.40* 41.12±0.96* 40.48±2.41* 
E 37.48±0.12 38.12±0.04* 40.44±1.40* 39.00±0.06* 
A 36.28±0.12 35.88±0.12 36.80±0.40 39.80±3.16* 

Centaurium 
erythrea 

M 35.48±1.24 35.28±0.72 35.92±0.52 38.56±1.08* 
E 35.28±0.88 35.10±0.04 35.04±0.16 36.88±0.12 
A 36.52±1.20 35.48±0.76 36.12±0.44 35.08±0.08 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. Све вредности 
концентрације O2

.- 
су  статистички значајно ниже (p<0.05) у односу на вредности након 24 сата; * статистички 

значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли 

Табела 24. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.  
Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

2
5

.1
2

±0
.3

4 

26.32±2.84 29.08±4.20* 28.80±1.44* 34.92±4.92* 
E 26.12±0.80 27.20±0.84 28.76±3.28* 29.08±2.92* 
A 25.95±0.80 26.53±0.44 27.70±0.56* 29.12±2.60* 

 
Allium flavum 

 

M 30.00±0.56* 30.80±1.20* 28.44±0.76* 44.92±3.08* 
E 28.48±0.96* 29.64±0.76* 27.96±0.60 25.80±1.32 
A 32.68±0.60* 29.52±1.20* 29.36±0.40* 30.04±0.36* 

Gentiana 
punctata 

M 25.84±1.28 26.80±0.32 26.20±1.88 27.44±2.36 
E 27.12±0.96 27.40±0.40 25.72±0.80 25.52±1.32 
A 26.04±0.80 28.52±0.68* 28.40±0.48 26.56±0.88 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 28.08±1.76* 30.04±1.16* 30.20±1.56* 35.64±1.96* 
E 31.84±1.60* 32.84±0.36* 29.24±0.76* 29.88±0.92* 
A 35.92±1.52* 33.72±0.20* 30.72±0.40* 34.48±0.88* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 28.76±1.92* 28.56±0.92* 29.44±0.96* 29.96±2.64* 
E 28.00±0.24 28.72±0.16* 29.24±1.32* 29.32±1.64* 
A 28.68±0.24* 28.12±0.28 30.70±1.52* 31.44±1.20* 

Centaurium 
erythrea 

M 25.56±0.16 26.80±0.88 23.08±3.00* 32.04±1.16* 
E 27.48±1.16 26.12±0.04 27.52±0.64 25.32±1.24 
A 33.72±1.48* 29.50±0.72* 31.00±1.32* 29.84±1.96* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. Све вредности 
концентрације O2

.- 
су  статистички значајно ниже (p<0.05) у односу на вредности након 24 сата; * статистички 

значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли  
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Pd(II) комплекс изазива дозно и временски зависно повећање концентрације O2
.- 
у 

третираним  
у односу на контролне SW480 ћелије, након 24 и 72 сата (Табела 25). Ове промене су 

пропорционалне цитотоксичним ефектима Pd(II) комплекса. Концентрације O2
.- 
у контролним и 

ћелијама третираним Pd(II) комплексом након 72 сата су статистички значајно ниже у поређењу са 

вредностима након 24 сата. 

 
Табела 25. Ефекти Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији на концентрацију супероксид анјон 
радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  
Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM  50 µM 250 µM 

24 h 35.12±0.13 36.04±0.60 36.20±0.04 38.20±0.44* 40.60±1.24* 
72 h 25.12±0.34# 26.84±0.44# 27.41±2.00*# 29.32±0.66*# 32.24±1.36*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата   

Табела 26. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на SW480 
ћелијској линији на концентрацију супероксид анјон радикала  (O2

.-), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата 
након третмана.  

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 

0 
µg/ml 

10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

24 h 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

3
5

.1
2

±0
.1

3 

37.44±0.80 37.80±0.12 36.68±1.08 42.64±3.60* 
E 38.24±0.48 38.20±1.20 39.04±0.68* 39.52±1.36* 
A 39.70±1.84* 39.12±0.48* 41.40±2.48* 43.72±0.76* 

10 
M 39.16±1.56* 39.96±1.64* 50.04±1.15* 45.04±0.72* 
E 38.88±0.64* 38.64±0.24* 39.28±0.72* 38.88±0.64* 
A 39.96±0.66* 39.96±0.72* 39.52±0.64* 39.90±1.48* 

Gentiana 
punctata 

0.1 
 

M 37.04±0.24 37.64±0.84 38.20±0.04 38.70±0.28* 
E 37.68±0.24 37.56±0.12 37.92±0.80 37.96±0.08 
A 37.96±0.48 38.16±0.04 37.80±0.20 38.96±0.44* 

10 
 

M 38.80±0.16* 38.16±0.40 38.60±0.28* 39.12±0.12* 
E 39.40±0.20* 38.32±0.56 39.28±0.23* 39.56±0.36* 
A 37.84±0.64 38.20±0.68 38.94±1.24* 39.28±0.08* 

72 h 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

2
5

.1
2

±0
.3

4 

24.32±0.72 23.80±0.12 27.36±0.32 31.24±1.16* 
E 25.08±0.68 25.70±0.42 24.88±0.08 27.52±0.80 
A 29.70±0.64 27.88±0.92 25.90±0.20 28.72±0.64 

10 
M 27.24±0.92 29.08±0.44 29.32±1.56 31.32±0.04* 
E 29.64±1.32 28.76±2.32 26.12±3.04 31.20±2.28* 
A 31.64±0.28* 27.09±0.76 27.48±1.64 29.70±0.40 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 25.96±1.72 28.16±0.04 25.72±0.68 23.96±0.76 
E 27.88±0.44 29.52±0.08 28.04±1.08 27.60±0.56 
A 31.24±0.44* 32.12±0.44* 31.24±0.68* 31.76±2.32* 

 
10 
 

M 30.44±1.96 31.64±0.44* 32.88±0.24* 37.36±0.08* 
E 32.00±0.80 31.50±0.60* 29.68±0.40 30.04±1.08 
A 34.44±2.84* 32.32±0.96* 32.00±2.60* 32.92±0.12* 

 Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * 
статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) 

у односу на вредности након 24 сата 
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Pd(II) комплекс у концентрацијама 0.1 и 10 µM повећава ниво O2
.- у појединачним 

третманима на SW480 ћелијској линији. У комбинованим третманима уочава се већа продукција 

O2
.- 
у односу на појединачне третмане након 24 сата, док продужењем времена третмана (72 сата) 

поједини комбиновани третмани изазивају смањење концентрације O2
.- (Табела 26). Комбиновани 

третмани биљке G. punctata и Pd(II) комплекса показују слабија прооксидациона својства у односу 

на комбиноване третмане биљке A. flavum, што је у складу са цитотоксичним ефектима ових 

третмана. Када се упореде вредности концентрација O2
.- у два различита времена излагања у 

контролним ћелијама и комбинованим третманима постоји статистички значајно нижа 

концентрација O2
.- 
након 72  

у поређењу са 24 сата. 

2.2.2. Концентрација нитрита 

Концентрација нитрита, као индикатора NO, у контролним и третираним ћелијама 

одређивана је спектрофотометријски, након 24 и 72 сата. Испитивани екстракти биљака доводе до 

смањења концентрација нитрита у третираним HCT-116 ћелијама у односу на контролне ћелије 

(Табеле 27 и 28). Смањење концентрације нитрита је углавном дозно зависно и зависи од врсте 

биљке коришћене у третману и типа екстракта.  

Табела 27. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
нитрита, изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 
0 

µg/ml 
10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

1
8

.4
3

±0
.2

3 

13.37±1.43* 12.34±1.21* 11.37±0.25* 11.20±0.09* 
E 17.01±1.23 15.87±0.31* 12.58±0.51* 11.53±0.98* 
A 17.59±2.57 14.21±0.17* 12.33±0.72* 11.42±0.51* 

 
Allium flavum 

 

M 14.04±0.09* 13.03±1.18* 10.21±0.55* 10.96±1.70* 
E 16.32±0.94 14.53±0.76* 13.59±0.09* 13.21±0.20* 
A 16.05±2.64 15.58±0.91* 15.03±1.45* 14.79±0.69* 

Gentiana 
punctata 

M 12.54±0.53* 11.50±0.91* 12.96±1.11* 10.98±0.11* 
E 13.32±0.81* 15.65±0.49 13.74±0.92* 14.64±1.40* 
A 15.49±0.47* 15.51±0.89 13.03±0.33* 12.38±0.04* 

Ligustrum 
vulgare-
листови 

M 14.75±1.47* 15.26±0.46* 15.98±1.86 15.23±0.20* 
E 18.09±0.91 14.15±0.69* 16.43±0.46 15.28±0.29* 

A 17.79±0.76 17.79±1.20 16.41±1.41 14.32±0.20* 

Ligustrum 
vulgare-
плодови 

M 15.06±1.72* 15.73±2.32* 14.57±0.67* 10.48±0.25* 
E 15.38±0.62* 14.62±0.04* 13.90±0.58* 14.08±0.87* 

A 14.80±1.23* 14.46±0.15* 16.18±0.93 12.49±0.29* 

Centaurium 
erythrea 

M 14.12±0.36* 14.19±0.29* 14.01±0.46* 14.48±0.13* 
E 17.91±0.58 14.84±0.09* 14.54±0.20* 14.46±0.20* 
A 17.44±0.53 16.41±0.04 15.99±0.96* 14.59±0.11* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли  
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Концентрација нитрита 
има незнатно ниже вредности у контролним ћелијама након 72 у 

односу на 24 сата, а сличне су промене и у третираним HCT-116 ћелијама. 

 
Табела 28. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
нитрита, изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

1
6

.1
8

±0
.3

6 

11.50±0.02*# 10.90±0.93*# 10.10±0.26* 10.88±0.02* 
E 13.88±0.20# 12.87±0.53*# 12.13±0.49* 9.92±1.11*# 
A 16.45±0.31 15.94±0.24 13.01±0.55* 10.52±0.47* 

 
Allium flavum 

 

M 14.03±0.26* 13.05±1.25* 10.01±0.13* 10.62±0.11* 
E 16.09±0.58 13.25±0.23* 13.45±1.83* 11.86±0.51* 
A 14.64±1.40 14.79±1.38 13.30±0.24* 12.94±0.60* 

Gentiana 
punctata 

M 15.42±0.40# 12.95±0.82* 13.13±0.80* 12.89±2.32* 
E 15.44±0.55 13.94±1.34* 13.36±0.80* 12.53±0.55* 
A 11.93±0.80*# 15.09±1.49 14.48±0.49 14.32±0.20* 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 11.33±0.02*# 11.01±1.63*# 10.13±0.38*# 10.52±0.87*# 
E 12.96±1.61*# 12.41±0.09* 13.41±0.89*# 10.48±0.15*# 
A 13.09±0.76*# 14.50±1.49# 14.12±0.40 12.05±0.02* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 11.35±0.53*# 11.07±0.60*# 12.01±0.13* 11.75±0.58* 
E 11.60±0.67*# 11.86±0.11*# 13.21±0.02* 10.83±1.36*# 
A 14.50±0.02* 14.08±0.58* 14.35±1.34* 12.58±0.02* 

Centaurium 
erythrea 

M 10.97±0.96*# 12.09±0.69* 12.31±1.23* 12.00±1.16* 
E 13.34±1.14*# 12.65±0.67* 12.04±0.20* 10.12±0.20*# 
A 13.27±0.93*# 14.71±1.79 10.99±1.20*# 11.48±1.87*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 
Pd(II) комплекс у нижим концентрацијама (0.1 µM) смањује ниво нитрита или нема 

значајнијег утицаја, док више концентрације повећавају концентрацију нитрита у односу на 

контролу (Табела 29).  

Табела 29. Ефекти Pd(II) комплекса на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију нитрита, 
изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM  50 µM 250 µM 
24 h 18.43±0.23 16.94±0.58 18.14±0.11 22.60±1.49* 22.58±2.53* 
72 h 16.18±0.36 14.02±0.23*# 16.92±0.58 16.98±0.39# 19.25±0.36*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

У комбинованим третманима, 0.1 µM концентрација Pd(II) комплекса показује бољи 

ефекат на снижавање концентрације нитрита
 
у односу на појединачне третмане биљним 

екстрактима, док је овај ефекат слабији у комбинованим третманима са 10 µM Pd(II) комплексом. 

Након 72 сата комбиновани третмани углавном показују слабије ефекте на смањење 
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концентрације нитрита у односу на 24 сата и појединачне третмане биљним екстрактима (Табела 

30). 

Табела 30. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на HCT-116 
ћелијској линији на концентрацију нитрита, изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

1
8

.4
3

±0
.2

3 

12.76±0.38* 14.44±1.11* 11.01±0.15* 11.31±0.24* 
E 13.72±0.85* 11.66±0.04* 10.36±0.22* 10.50±0.93* 
A 13.52±0.20* 13.03±0.42* 10.68±0.09* 11.33±0.09* 

10 
M 18.87±0.77 14.24±0.51* 13.68±1.47* 12.53±0.73* 
E 16.05±0.53 16.94±0.93 14.95±0.24* 13.97±1.18* 
A 19.70±0.15 14.50±1.06* 16.57±1.45 15.60±0.13* 

 
Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 11.06±0.04* 10.07±0.69* 10.54±0.02* 10.51±0.38* 
E 14.75±0.62* 14.21±0.85* 11.82±0.02* 9.90±0.35* 
A 13.12±0.07* 12.60±0.35* 10.80±0.02* 9.90±0.35* 

10 
 

M 15.33±0.51* 14.28±1.58* 13.65±0.91* 13.59±0.67* 
E 15.12±0.22* 14.28±1.58* 13.83±0.40* 12.53±0.51* 
A 19.45±4.06* 14.65±1.54* 13.72±0.38* 14.22±1.45* 

72 h 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

1
6

.1
8

±0
.3

6 

11.89±0.09* 11.68±0.24*# 10.39±0.55* 10.85±0.11* 
E 14.84±1.07 15.94±0.15# 12.78±0.35*# 12.51±0.53* 
A 12.06±0.04* 12.20±0.58* 12.04±0.02* 12.94±0.51* 

10 

M 14.32±0.91*
# 

13.49±0.25* 13.03±0.64* 12.47±1.02* 

E 17.23±0.73 13.36±0.31*# 13.30±0.15* 11.63±0.51*# 
A 14.57±1.56# 12.74±0.13* 11.62±0.22*# 13.97±0.38* 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 14.71±1.02# 13.21±0.02*# 14.28±0.24# 13.48±0.78*# 
E 16.29±0.83 16.25±0.20 14.77±0.65# 14.61±0.38# 
A 16.79±0.40# 16.09±0.44# 13.92±1.14*# 13.07±0.04*# 

 
10 
 

M 14.33±1.16 12.31±0.02* 14.28±0.24 13.34±0.92* 
E 16.61±0.82 16.25±0.20 14.73±0.77 14.01±0.38 
A 16.76±0.48# 16.53±0.41 13.92±1.14* 13.25±0.47* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

Испитивани екстракти биљака изазивају дозно зависно смањење концентрације нитрита у 

третираним SW480 ћелијама у односу на контролне ћелије након 24 и 72 сата (Табеле 31 и 32). 

Концентрације нитрита 
имју статистички значајно ниже вредности у контролним и третираним 

ћелијама након 72 у односу на 24 сата. 
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Табела 31. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
нитрита, изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium 
chamaedrys 

M 

2
0

.2
6

±0
.5

2 

18.35±1.05 17.52±0.85* 15.31±0.02* 14.95±0.38* 
E 19.09±0.49 16.45±2.86* 17.48±1.20* 13.27±0.04* 
A 18.70±1.36 18.22±0.06 17.88±2.22* 15.44±0.15* 

 
Allium flavum 

 

M 17.70±0.49* 17.79±0.08* 12.81±1.09* 11.82±0.73* 
E 15.04±1.36* 14.10±0.05* 13.09±0.98* 11.19±0.87* 
A 14.95±0.17* 14.39±0.40* 13.21±0.87* 13.14±0.35* 

Gentiana 
punctata 

M 17.50±0.92* 16.67±0.85* 15.02±0.67* 10.88±1.67* 
E 19.87±0.07 17.91±0.62* 17.23±0.24* 13.83±0.15* 
A 20.20±0.35 19.87±0.20 20.01±0.02 15.67±0.69* 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 18.17±0.63 14.91±1.58* 13.88±0.69* 11.97±2.55* 
E 18.15±0.49 16.43±0.91* 11.89±0.93* 12.71±1.76* 
A 15.16±2.82* 15.00±0.31* 14.97±1.47* 13.15±1.25* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 16.99±0.36* 16.74±1.63* 14.08±0.44* 13.25±0.20* 
E 11.08±0.04* 14.39±0.40* 13.21±0.87* 13.14±0.36* 
A 17.52±0.42* 19.54±0.02 17.79±2.91* 15.56±0.36* 

Centaurium 
erythrea 

M 14.55±0.11* 13.43±0.46* 13.38±1.67* 11.33±0.20* 
E 19.54±0.04 19.96±0.02 16.41±2.30* 15.53±1.23* 
A 17.55±1.99* 16.81±1.11* 16.80±0.61* 16.18±1.21* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли 

Табела 32. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
нитрита, изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium  
chamaedrys 

M 

1
1

.4
2

±0
.4

0
# 

10.43±0.02*# 10.42±0.21*# 10.12±0.20*# 10.52±0.47*# 
E 10.51±0.03*# 10.45±0.04*# 10.18±0.13*# 10.10±0.25*# 
A 11.30±0.58# 10.48±0.47*# 10.15±0.34*# 10.34±0.24*# 

 
Allium flavum 

 

M 10.36±0.26*# 9.89±0.29*# 10.11±0.03*# 10.12±0.31* 
E 9.83±0.22*# 10.14±0.09*# 10.23±0.22*# 10.21±0.20* 
A 10.03±0.25*# 10.15±0.44*# 9.92±0.27*# 10.02±0.26*# 

Gentiana 
punctata 

M 11.11±0.12# 10.04±0.51*# 10.58±0.42*# 10.11±0.31*# 
E 11.01±0.05# 11.01±0.13# 10.52±0.21*# 10.30±0.48*# 
A 11.05±0.28# 11.01±0.13# 10.58±0.14# 10.91±0.23# 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 10.49±0.10# 10.16±0.20# 10.27±0.18# 10.30±0.11 
E 10.18±0.13# 10.22±0.23# 9.93±0.26# 9.81±0.09# 
A 10.40±0.32# 10.17±0.24# 10.03±0.11# 9.51±0.07# 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 10.11±0.48*# 11.04±0.11# 11.33±0.20# 10.48±0.29*# 
E 10.30±0.02*# 11.15±0.03# 10.99±0.18# 10.74±0.07# 
A 10.01±0.11* 10.74±0.13# 10.74±0.02# 10.50±0.13*# 

Centaurium 
erythrea 

M 11.40±0.16# 10.54±0.18# 10.05±0.22*# 10.02±0.06* 
E 10.40±0.37*# 10.37±0.32*# 10.08±0.23*# 10.16±0.29*# 
A 10.31±0.16*# 10.21±0.02*# 10.46±0.26*# 10.37±0.28*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 
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Након 24 сата Pd(II) комплекс снижава концентрацију нитрита у третираним SW480 

ћелијама у односу на контролу (Табела 33), док након 72 сата више концентрације Pd(II) 

комплекса доводе до благог повећања концентрације нитрита у односу на контролне ћелије, 

супротно од ефеката биљних екстраката. Комбиновани третмани показују слабије ефекте на 

смањење концентрације нитрита у односу на појединачне третмане екстрактима биљака и Pd(II) 

комплексом (Табела 34).  

Табела 33. Ефекти Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији на концентрацију нитрита, изражену 
у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM  50 µM 250 µM 
24 h 20.26±0.52 10.68±0.04* 14.75±1.07* 16.32±2.82* 16.82±0.22* 
72 h 11.42±0.40# 10.72±0.04 11.45±0.04# 11.68±0.02*# 12.75±0.35*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата   
 

Табела 34. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на SW480 
ћелијској линији на концентрацију нитрита, изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

 
2

0
.2

6
±0

.5
2 

19.27±0.22* 19.23±0.22* 18.89±0.29* 19.29±0.15* 
E 19.36±0.22* 19.34±0.20* 19.07±0.24* 19.18±0.04* 
A 19.38±0.06* 19.09±0.64* 19.11±0.29* 18.98±0.20* 

10 
M 19.59±0.07 19.45±0.31* 19.23±0.13* 19.40±0.09* 
E 19.09±0.08* 18.09±0.31* 18.85±0.15* 19.98±0.11 
A 19.72±0.09 18.85±0.15* 18.67±0.78* 18.35±0.16* 

Gentiana 
punctata 

0.1 
 

M 19.34±0.25* 18.91±0.04* 18.85±0.29* 18.11±0.11* 
E 19.27±0.45* 19.07±0.25* 19.14±0.04* 19.16±0.07* 
A 19.14±0.35* 19.00±0.22* 19.07±0.42* 19.11±0.51* 

10 
 

M 19.27±0.13* 19.11±0.02* 19.81±0.09 19.07±0.13* 
E 19.47±0.06* 19.34±0.17* 19.85±0.13 19.65±0.02 
A 19.18±0.04* 19.05±0.18* 19.40±0.22* 19.36±0.18* 

72 h 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

1
1

.3
9

±0
.2

5
# 

10.14±0.04*# 9.89±0.15*# 10.39±0.11*# 10.17±0.35*# 
E 10.45±0.53*# 10.72±0.17*# 10.34±0.33*# 10.27±0.08*# 
A 11.15±0.02# 10.57±0.69*# 10.27±0.22*# 9.89±0.29*# 

10 
M 10.70±0.24# 10.34±0.07*# 10.34±0.33*# 10.88±0.07# 
E 10.58±0.28*# 10.54±0.35*# 10.41±0.26*# 10.36±0.13*# 
A 10.97±0.02*# 10.59±0.26*# 10.16±0.02*# 9.56±0.40*# 

Gentiana 
punctata 

0.1 
 

M 10.90±0.67# 11.33±0.07# 10.70±0.20*# 10.55±0.14*# 
E 11.75±0.49# 11.76±1.11# 10.48±1.18*# 10.48±0.16*# 
A 11.75±0.76# 11.59±0.07# 10.81±0.49# 11.42±0.04# 

10 
 

M 10.30±0.42*# 9.96±0.13*# 10.77±0.58# 10.43±0.07*# 
E 10.63±0.34*# 10.48±0.16*# 11.03±0.04# 10.72±0.04# 
A 10.34±0.24*# 10.21±0.24*# 11.20±0.22# 9.87±0.31*# 

 Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * 
статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) 

у односу на вредности након 24 сата 

  



 

 

2.2.3. Протеинска експресија

 Протеинска експресија 

имунофлуоресценцом и на Слици

Након 24 сата трајања третмана метанолним

iNOS у односу на нетретиране HCT

концентрације нитрита (у третманима

смањена). Најслабија редукција протеинске

биљке G. punctata.  

Слика 25. iNOS протеинска експресија
добијене на флуоресцентном микроскопу

iNOS рецептори

Слика 26. iNOS протеинска експресија
испитиваних врста биљака (50 µg/ml). 

увеличању 600×, након 24 сата инкубације
зелено

Резултати

експресија iNOS 

 iNOS, ензима који ендогено синтетише NО

на Слици 25 је приказана експресија у нетретираним HCT

третмана метанолним екстрактима биљака долази до смањења

нетретиране HCT-116 ћелије (Слика 26), што је у корелацији са

третманима где је ниво нитрита значајно смањен и експресија

редукција протеинске експресије iNOS је у третману метанолним

 
протеинска експресија у HCT-116 контролним (нетретираним) ћелијама

флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×. Једра су обојена плаво
рецептори зелено (секундарно антитело Alexa448). 

протеинска експресија у HCT-116 ћелијама третираним метанолним
(50 µg/ml). Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу

сата инкубације са третманом. Једра су обојена плаво (DAPI 
зелено (секундарно антитело Alexa448). 
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О, одређивана је 

HCT-116 ћелијама. 

долази до смањења експресије 

корелацији са резултатима 

смањен и експресија iNOS је 

третману метанолним екстрактом 

ћелијама. Слике су 
обојена плаво (DAPI боја), а 

 
метанолним екстрактима 

флуоресцентном микроскопу, на 
DAPI боја), а iNOS 



 

 

 Pd(II) комплекс у концентрациј

контролу, али у мањој мери у поређењу

концентрације 10 µМ не доводи до

контролу, што је у складу са концентрацијом

Слика 27. iNOS протеинска експресија
Pd(II) комплекса. Слике су добијене

сата инкубације са третманом. Једра су

Слика 28. Протеинска експресија
µg/ml метанолним екстрактима испитиваних
комплекса. Слике су добијене на флуоресцентном
инкубације са третманом. Једра су

 Комбиновани третмани 

контролне HCT-116 ћелије, али је та

(Слика 28).  

Резултати

концентрацији од 0.1 µМ, такође, смањује експресију iNOS 

мери у поређењу са третманима биљним екстрактима. Pd(II) 

не доводи до значајне промене протеинске експресије iNOS

нцентрацијом нитрита у HCT-116 ћелијама (Слика 27)

 

 
протеинска експресија у HCT-116 ћелијама третираним различитим концентрацијама

Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу, на увеличању
третманом Једра су обојена плаво (DAPI боја), а iNOS зелено (секундарно

Alexa448). 

експресија iNOS у HCT-116 ћелијама након комбинованих третмана
екстрактима испитиваних врста биљака и различитим концентрацијама
добијене на флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×, 

третманом Једра су обојена плаво (DAPI боја), а iNOS зелено (секундарно
Alexa448). 

третмани доводе до редукције iNOS протеинске експресије

ћелије али је та редукција слабија у односу на појединачне третмане
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експресију iNOS у односу на 

екстрактима. Pd(II) комплекс, 

експресије iNOS у односу на 

Слика 27).  

различитим концентрацијама 
увеличању 600×, након 24 

секундарно антитело 

 
комбинованих третмана са 50 

концентрацијама Pd(II) 
×, након 24 сата 

секундарно антитело 

е експресије у односу 

појединачне третмане биљкама 



 

 

 У контролним SW480 ћелијама

Након третмана метанолним екстрактима

експресије iNOS (Слика 30). Најслабија

метанолним екстрактом биљке G. 

.
Слика 29. iNOS протеинска експресија
добијене на флуоресцентном микроскопу

iNOS рецептори

Слика 30. iNOS протеинска експресија
испитиваних врста биљака (50 µg/ml). 

увеличању 600×, након 24 сата инкубације
зелено

Резултати

ћелијама јавља се висока протеинска експресија iNOS (

метанолним екстрактима биљака у SW480 ћелијама долази до значајног

Најслабија редукција протеинске експресије iNOS 

G. punctata. 

 
протеинска експресија у SW480 контролним (нетретираним) ћелијама

флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×. Једра су обојена плаво
рецептори зелено (секундарно антитело Alexa448). 

протеинска експресија у SW480 ћелијама третираним метанолним екстрактима

(50 µg/ml). Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу
сата инкубације са третманом. Једра су обојена плаво (DAPI 

зелено (секундарно антитело Alexa448). 

 

Резултати истраживања 

100 

експресија iNOS (Слика 29). 

значајног смањења 

експресије iNOS је у третману 

ћелијама. Слике су 
обојена плаво (DAPI боја), а 

 

метанолним екстрактима 
флуоресцентном микроскопу, на 

DAPI боја), а iNOS 



 

 

 Испитиване концентрације

експресије iNOS што је пропорционално

Слика 31. iNOS протеинска експресија
Pd(II) комплекса. Слике су добијене

сата инкубације са третманом. Једра су

 Комбиновани третмани (Слика

односу на контролне SW480 ћелије

Слика 32. Протеинска експресија iNOS 
метанолним екстрактима испитиваних
Слике су добијене на флуоресцентном

третманом. Једра су обојена плаво

  

 

Резултати

концентрације Pd(II) комплекса (Слика 31) такође доводе

пропорционално смањењу концентрације нитрита.  

 
протеинска експресија у SW480 ћелијама третираним различитим концентрацијама

Слике су добијене на флуоресцентном микроскопу, на увеличању
третманом Једра су обојена плаво (DAPI боја), а iNOS зелено (секундарно

Alexa448). 

(Слика 32) доводе до редукције iNOS протеинске

ћелије, али је та редукција слабија у односу на појединачне

експресија iNOS у SW480 ћелијама након комбинованих третмана
испитиваних врста биљака и различитим концентрацијама Pd(II) 

флуоресцентном микроскопу, на увеличању 600×, након 24 сата инкубације
обојена плаво (DAPI боја), а iNOS зелено (секундарно антитело
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доводе до редукције 

 
различитим концентрацијама 

увеличању 600×, након 24 
секундарно антитело 

протеинске експресије у 

на појединачне третмане.  

 
комбинованих третмана са 50 µg/ml 
концентрацијама Pd(II) комплекса. 

након сата инкубације са 
секундарно антитело Alexa448). 
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2.2.4. Концентрација глутатиона 

 Концентрација редукованог глутатиона, молекула укљученог у антиоксидациону заштиту 

ћелија и метаболизам ксенобиотика, у контролним и третираним HCT-116 ћелијама одређивана је 

спектрофотометријски. Третмани екстрактима биљака повећавају концентрацију GSH у односу на 

контролне ћелије, након 24 и 72 сата (Табеле 35 и 36).  

Табела 35. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium  
chamaedrys 

M 
1

5
.0

9
±0

.3
0 

16.01±1.49 17.35±2.19 15.95±0.79 15.57±2.26 
E 23.91±2.46* 18.15±0.82* 17.80±1.87* 15.31±0.54 
A 31.01±1.91* 21.87±2.26* 25.70±1.17* 22.86±1.97* 

 
Allium flavum 

 

M 16.11±1.71 16.81±1.01 15.71±0.35 16.12±0.07 
E 21.46±1.59* 16.94±1.14 22.57±0.35* 18.21±1.46* 
A 24.29±2.19* 19.23±0.06* 21.01±2.48* 23.94±3.24* 

Gentiana 
punctata 

M 21.21±0.12* 19.39±2.19 16.24±0.89 16.87±1.08 
E 21.49±1.17* 20.85±3.02* 21.43±0.03* 18.21±0.95* 
A 22.48±1.52* 23.78±1.56* 22.00±0.15* 22.03±0.31* 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 18.37±0.16* 16.21±0.35 18.08±0.32 19.04±0.38* 
E 22.42±1.33* 20.19±0.38* 20.17±1.17* 20.31±1.78* 
A 25.28±0.57* 25.57±1.17* 21.21±0.89* 23.8±0.60* 

Ligustrum 
vulgare-
плодови 

M 21.49±3.40* 20.57±2.22* 17.32±0.06* 16.56±0.22 
E 22.32±0.22* 15.94±0.09 20.44±0.38* 16.36±0.19 
A 23.0±0.15* 19.55±2.42* 20.12±0.38* 19.59±1.14* 

Centaurium 
erythrea 

M 17.96±0.57* 19.50±0.11* 15.85±0.13 16.97±0.03 
E 18.59±0.38* 17.48±0.03 17.13±1.01 16.40±0.98 
A 21.46±2.10* 21.43±3.91* 20.09±1.56* 19.96±0.06* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли 

Повећање концентрације GSH зависи од врсте биљке коришћене у третману и типа 

екстракта. Ацетонски екстракт изазива највеће промене у концентрацији GSH у поређењу са 

метанолним и етилацетатним. Промене концентрације GSH иду чак и до 50% у односу на 

контролу у третману ацетонским екстрактом биљке T. chamaedrys концентрације 10 µg/ml. 

Повећање концентрације GSH је углавном обрнуто сразмерно концентрацији екстракта. Када се 

упореде концентрације GSH у испитиваним временима, постоје статистички значајне разлике у 

вредностима, које су у зависности од врсте третмана ниже или више.  

 

 



 

Резултати истраживања 

 

103 

 

Табела 36. Ефекти екстраката испитиваних биљака на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију 
редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium  
chamaedrys 

M 

1
5

.8
5

±0
.1

2 

20.15±3.18*# 20.12±0.12*# 18.31±2.83*# 18.20±0.03*# 
E 17.84±2.54# 18.50±0.28* 17.10±0.60 18.59±0.44*# 
A 20.44±2.55*# 20.36±1.65* 18.59±1.46*# 19.03±2.40*# 

 
Allium flavum 

 

M 20.25±2.80*# 19.90±0.73# 18.59±0.19*# 17.80±0.54 
E 20.20±0.29* 19.82±0.23# 18.40±2.22*# 18.17±1.56* 
A 23.59±0.97* 23.50±0.82*# 18.87±0.41*# 20.95±0.95*# 

Gentiana 
punctata 

M 16.11±0.19# 17.73±1.75# 16.24±0.13 16.08±0.09 
E 16.92±1.24# 17.16±2.45# 18.78±0.63*# 16.24±1.59 
A 17.42±0.66# 20.2±1.24*# 17.07±0.63# 18.91±3.31*# 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 20.47±0.98*# 20.03±0.85*# 18.91±0.06* 17.80±1.36 
E 21.65±0.06* 21.45±1.84* 23.50±1.71*# 20.95±0.76* 
A 23.53±0.60*# 23.31±0.31*# 23.97±1.36*# 22.70±1.49* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 19.58±0.98* 17.70±0.06# 19.80±1.71* 17.03±1.81 
E 22.55±1.68* 18.78±1.71*# 20.15±0.15* 15.98±0.38 
A 16.94±0.25# 17.70±2.29 20.47±3.08* 16.52±0.28# 

Centaurium 
erythrea 

M 21.17±1.30*# 20.22±2.32*# 19.42±1.65# 18.08±0.44* 
E 21.57±0.12*# 20.9±1.65*# 20.71±1.14*# 19.72±0.25*# 
A 23.18±2.67* 19.84±1.75* 20.49±0.38* 19.74±4.14* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 
   

 Pd(II) комплекс у ниским концентрацијама доводи до повећања концентрације GSH, близу 

50%, а само највиша концентрација снижава ниво GSH у HCT-116 ћелијама након 24 и 72 сата 

(Табела 37).  

Табела 37. Ефекти Pd(II) комплекса на HCT-116 ћелијској линији на концентрацију редукованог 
глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM 50 µM 250 µM 
24 h 15.09±0.30 27.54±0.73* 23.40±0.16* 23.38±2.22* 14.36±0.03* 
72 h 15.85±0.12 23.63±0.19*# 21.62±1.24* 17.83±0.13# 14.03±0.16* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

 Ефекти комбинованих третмана на повећање концентрације GSH су бољи у односу на 

ефекте појединачних третмана. Након 24 сата, комбиновани третмани доводе до повећања 

концентрације GSH у односу на контролу, док након дужег времена (72 сата) поједини 

комбиновани третмани (са екстрактима биљке G. punctata) доводе до незнатног смањења нивоа 

GSH у односу на контролу (Табела 38). Поређењем различитих времена излагања ћелија 

комбинованим третманима, уочавају се ниже вредности концентрација GSH након 72 у односу на 

24 сата. 
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Табела 38. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на HCT-116 
ћелијској линији на концентрацију редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата 
након третмана. 

Биљка 
Pd 

(µM) 
Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

 
1

5
.0

9
±0

.3
0 

20.25±1.08* 16.01±0.41 16.46±1.36 15.57±0.16 
E 22.80±1.44* 22.20±0.92* 23.62±1.71* 21.01±2.73* 
A 25.47±2.61* 23.05±1.27* 22.14±1.87* 24.11±1.56* 

10 
M 21.81±0.98* 21.78±0.12* 20.60±1.43* 18.47±1.80 
E 21.08±3.69* 22.54±0.38* 21.77±0.19* 20.00±1.33 
A 28.78±0.28* 27.01±0.82* 22.77±0.03* 22.83±0.03* 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 23.05±1.40* 21.59±0.70* 18.94±0.54 20.15±0.03* 
E 23.96±0.13* 24.17±0.79* 20.00±2.92* 21.40±1.40* 
A 25.92±2.29* 27.07±0.31* 26.33±1.30* 26.59±1.94* 

 
10 
 

M 24.26±2.10* 17.86±0.60 24.90±0.06* 19.96±0.41* 
E 28.44±0.54* 24.49±1.62* 25.31±1.11* 21.84±0.76* 
A 28.89±1.84* 23.53±0.79* 23.47±0.22* 20.80±1.52* 

72 h 

Allium  
flavum 

0.1 
M 

 
1

5
.8

5
±0

.1
2 

23.88±1.46*# 23.98±1.17*# 18.02±2.42 20.15±1.71# 
E 19.52±0.54# 18.66±2.67# 16.40±3.02# 17.42±0.35# 
A 21.54±2.01# 23.51±3.00 18.13±1.97# 19.26±2.89# 

10 
M 21.07±2.77 19.24±1.08 18.43±3.28 20.12±2.99 
E 21.08±0.57* 24.52±2.50* 20.15±2.32* 21.94±1.56* 
A 29.45±2.51* 24.77±0.31*# 20.66±0.28*# 22.99±0.06* 

Gentiana 
punctata 

 
0.1 

 

M 16.99±1.08# 17.63±0.82# 17.33±0.06 17.29±0.03# 
E 19.24±3.94# 14.68±2.67# 16.87±0.50# 14.96±0.25# 
A 21.87±0.47*# 24.17±0.79*# 18.63±3.40# 16.46±0.73# 

 
10 
 

M 22.00±0.03* 18.50±1.49 18.81±2.92# 18.21±0.70 
E 24.33±0.70*# 19.77±0.60*# 17.91±0.57# 15.95±0.42# 
A 21.07±1.20# 18.46±1.43# 18.18±0.22# 17.51±0.13# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

 Промене у концентрацији GSH у контролним SW480 ћелијама и ћелијама третираним 

екстрактима биљака зависе од врсте биљке и типа екстракта (Табела 39). Екстракти биљке која не 

изазива цитотоксичне ефекте (G. punctata) и биљке са слабим цитотокисчним ефектима (C. 

erythrea) доводе до повећања концентрације, док биљке са добрим цитотоксичним ефектима 

углавном доводе до смањења концентрације GSH у односу на контролу. Највеће промене у 

концентрацији GSH изазива ацетонски екстракт у поређењу са метанолним и етилацетатним. Када 

се упореде концентрације GSH у испитиваним временима, постоје статистички значајне разлике у 

вредностима, које су у зависности од врсте третмана ниже или више.  
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Табела 39. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium  
chamaedrys 

M 

1
8

.2
1

±0
.1

2 

16.21±0.66 13.78±0.24* 15.19±0.13* 15.35±0.32* 
E 16.24±0.60 15.82±0.21* 16.84±0.13 16.36±0.06* 
A 19.61±0.13 17.10±0.89 17.16±0.87 19.07±0.41 

 
Allium flavum 

 

M 17.45±1.08 16.01±0.13* 15.15±0.03* 14.93±0.99* 
E 15.41±0.66 18.53±0.54 14.87±0.20* 13.24±0.10* 
A 16.75±0.81 16.51±0.11* 16.59±0.82 14.29±1.40* 

Gentiana 
punctata 

M 28.31±2.80* 19.29±1.91 19.38±2.28 19.87±2.12 
E 20.06±0.89* 26.94±0.07* 21.94±1.62* 17.54±2.19 
A 27.67±0.79* 23.43±0.25* 19.42±1.74 20.09±1.36* 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 21.52±0.82* 20.98±0.41* 16.15±1.08* 16.65±0.54 
E 21.11±0.60* 21.40±1.01* 18.05±1.77 17.99±1.56 
A 21.68±1.87* 20.38±2.10 25.09±1.59* 23.82±1.40* 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 17.96±0.63 17.16±0.92 17.40±1.56 15.22±0.19* 
E 18.28±0.31 16.78±0.54 16.87±1.59 15.19±0.03* 
A 24.90±1.52 21.62±1.62 19.96±0.28 17.77±0.50 

Centaurium 
erythrea 

M 23.02±0.76 21.57±0.41 27.29±0.22 20.22±0.47 
E 24.88±0.22 21.25±1.27 20.19±1.91 25.57±1.81 
A 21.68±1.17 22.51±1.11 21.97±0.19 24.52±2.10 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли 

Табела 40. Ефекти екстраката испитиваних биљака на SW480 ћелијској линији на концентрацију 
редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 72 сата након третмана.  

Биљка Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Teucrium  
chamaedrys 

M 

1
7

.1
3

±0
.0

2 

16.52±1.30 17.46±1.89# 15.76±1.75 15.63±0.02 
E 18.21±0.63 19.49±0.63# 19.22±0.82# 18.66±1.13 
A 21.11±1.05 21.40±1.01# 21.33±1.40*# 20.98±1.03* 

 
Allium flavum 

 

M 20.19±1.14*# 17.57±0.03 16.28±0.38 15.73±1.81 
E 21.78±0.18*# 20.41±1.42* 20.41±1.10*# 15.47±0.63 
A 21.94±1.13*# 19.97±1.15*# 19.68±1.39*# 19.29±1.97# 

Gentiana 
punctata 

M 16.94±1.31# 15.12±0.79# 15.92±0.25# 14.49±0.73*# 
E 19.01±0.03 20.25±0.19*# 17.45±1.12# 15.98±1.46 
A 19.84±0.30*# 18.85±0.25# 22.00±1.93*# 19.29±1.33 

Ligustrum 
vulgare-листови 

M 25.25±0.98*# 21.84±1.88* 19.74±0.63*# 18.34±1.01 
E 20.38±0.13* 18.85±1.01# 19.58±0.03 18.94±0.68 
A 23.47±0.09* 22.07±0.35* 22.51±1.05*# 19.07±0.85# 

Ligustrum 
vulgare-плодови 

M 19.87±0.57* 18.45±1.19 18.47±1.27 15.54±1.01* 
E 20.44±1.46* 18.63±1.64 18.78±0.20 13.88±1.65* 
A 18.63±0.22# 14.23±0.60*# 17.51±1.73 13.56±0.19*# 

Centaurium 
erythrea 

M 15.41±0.57# 15.73±1.46# 16.62±0.57# 18.37±0.12 
E 20.36±1.16*# 15.85±1.71# 23.53±1.85*# 15.98±0.19# 
A 24.26±1.69*# 23.34±1.17* 24.01±1.97*# 21.40±1.94*# 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 
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 Pd(II) комплекс у најнижој концентрацији доводи до повећања нивоа GSH, док више 

концентрације снижавају GSH у SW480 ћелијама у испитиваним временима (Табела 41).  

Табела 41. Ефекти Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији на концентрацију редукованог 
глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата након третмана.  

Pd(II) комплекс 0 µM 0.1 µM 10 µM  50 µM 250 µM 
24 h 18.21±0.12 20.54±0.73* 20.57±0.73* 17.38±0.38 15.50±0.66* 
72 h 17.13±0.02 19.55±0.82* 16.62±0.19# 14.77±0.89*# 14.52±0.76* 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 
 
Табела 42. Ефекти комбинованих третмана испитиваних биљака и Pd(II) комплекса на SW480 
ћелијској линији на концентрацију редукованог глутатиона (GSH), изражену у nmol/ml, 24 и 72 сата 
након третмана.  

Биљка Pd (µM) Екстракт 0 µg/ml 10 µg/ml 50 µg/ml 100 µg/ml 250 µg/ml 

Allium 
flavum 

0.1 
M 

 
1

8
.2

1
±0

.1
2 

23.59±0.16* 18.18±0.15 19.84±1.62 16.78±1.24 
E 19.17±0.66 21.05±0.98* 14.61±0.92* 23.82±0.95* 
A 20.66±1.11* 19.64±1.81 16.95±1.05 16.33±2.07 

10 
M 20.26±0.57 23.59±1.13* 19.42±0.06 19.70±0.52* 
E 20.79±1.07* 19.93±0.67 22.22±0.63* 19.71±1.5 
A 29.42±2.23* 25.15±2.24* 22.03±2.18* 21.27±2.16* 

Gentian
a 

punctata 

 
0.1 

 

M 18.43±0.47 19.84±0.22 20.19±1.01 23.59±1.85* 
E 15.82±0.35* 15.12±0.41* 21.05±1.81* 20.03±0.16 
A 19.49±0.38 19.58±0.47 22.10±0.89* 20.22±0.16 

 
10 
 

M 20.00±1.16 25.25±0.92* 20.79±1.68* 20.82±0.44* 
E 25.66±1.25* 21.21±0.93* 24.80±1.66* 19.96±1.68 
A 27.19±1.50* 24.01±1.56* 20.82±0.76* 21.62±1.72* 

72 h 

Allium 
flavum 

0.1 
M 

 
1

7
.1

3
±0

.0
2 

18.53±1.78# 15.66±0.76# 15.76±0.60# 14.55±0.09* 
E 17.16±0.03 17.07±1.07# 18.15±1.12# 15.09±0.25*# 
A 15.31±1.94# 17.11±1.68 15.25±1.24* 16.43±1.65 

10 
M 22.00±1.17* 19.42±1.94*# 15.41±1.03# 13.91±1.11*# 
E 18.28±1.35 17.16±0.85 18.30±0.96# 15.06±1.17*# 
A 19.07±0.98# 18.66±1.54# 18.34±1.05# 15.12±0.73# 

Gentian
a 

punctata 

 
0.1 

 

M 17.57±1.21 15.19±0.28# 18.56±1.21 18.40±1.40# 
E 20.38±1.91*# 20.9±0.50*# 22.07±0.28* 20.09±1.83* 
A 22.07±0.73*# 19.80±0.70* 23.43±0.82* 20.22±0.22* 

 
10 
 

M 19.58±1.87* 15.92±1.12# 18.98±0.31 15.63±0.09# 
E 17.57±0.76# 16.65±1.24# 19.36±1.01# 16.33±0.35# 
A 20.88±0.71# 19.47±0.57# 23.18±0.07# 20.91±0.13 

Резултати су представљени као средња вредност из 3 независна експеримента ± стандардна грешка. * статистички 
значајна разлика (p<0.05) у односу на вредности у контроли; # статистички значајна разлика (p<0.05) у односу на 

вредности након 24 сата 

Након 24 сата, ефекти комбинованих третмана (Табела 42) екстраката биљке A. flavum и 

Pd(II) комплекса на повећање концентрације GSH су бољи у односу на појединачне третмане 

биљним екстрактима, док су након дужег времена излагања (72 сата) ови ефекти слабији. Ефекти 

комбинованих третмана екстраката биљке G. punctata и Pd(II) комплекса на повећање нивоа GSH 

бољи су у односу на појединачне третмане биљним екстрактима у оба испитивана времена. 
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Поређењем различитих времена излагања ћелија третману, уочавају се статистички значајне 

промене, у смислу повећања или снижавања концентрације GSH, у зависности од врсте третмана. 

2.3. Испитивање експресије информационе РНК гена укључених у 

биотрансформационе  процесе 

У појединачним и комбинованим третманима, након 24 сата, испитиван је ниво експресије 

информационе РНК (иРНК) гена, чији су протеински продукти укључених у метаболизам и 

транспорт антитуморских лекова у односу на нетретиране ћелије, као и у односу на β-actin као 

позитивне контроле у испитиваним узорцима.  

2.3.1. Експресија β-actin-а 

Експресија β-actin-а (позитивна контрола) праћена је у свим испитиваним узорцима 

(контролним HCT-116 и SW480 ћелијама, као и у појединачним и комбинованим третманима). 

Резултати показују да је експресија иРНК β-actin-а стабилна, односно подједнако експримирана у 

свим испитиваним узорцима. Информациона РНК β-actin-а је приближно исто експримирана у 

различитим ћелијским линијама. Релативна експресија CYP1A1, GSTP1 и MRP2 је прерачуната у 

односу на експресију β-actin-а.  

2.3.2. Експресија CYP1A1 

Резултати релативне експресије показују да је иРНК CYP1A1 гена, чији је протеински 

продукт укључен у метаболизам лекова, високо експримирана у HCT-116 ћелијама и представља 

чак 93% у односу на експресију β-actin-а у контролним ћелијама. Ниво иРНК експресије CYP1A1 

гена,  у контролним HCT-116 и ћелијама третираним екстрактима биљака представљен је на 

Графикону 12. Екстракт биљаке T. chamaedrys не изазива статистички значајне промене иРНК 

експресије CYP1A1, за разлику од осталих биљака које статистички значајно смањују ниво 

експресије у односу на контролу, као и Pd(II) комплекс у концентрацији од 0.1 µМ. Pd(II) комплекс 

10 µМ концентрације не доводи до битних промена у експресији CYP1A1.  

У комбинованим третманима CYP1A1 иРНК експресија је значајно инхибирана у односу на 

контролу и појединачне третмане (Графикон 12). 
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Графикон 12. Вредности експресије CYP1A1 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) HCT-116 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима). 
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима. 

 
k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 

C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 
flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс;  

12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс 
 

Релативна експресија иРНК CYP1A1 гена у SW480 ћелијама је мања у односу на 

релативну експресију у HCT-116 ћелијама, представља 66% у односу на експресију β-actin-а у 

контролним ћелијама.  

Графикон 13. Вредности експресије CYP1A1 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) SW480 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима). 
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима.  

 

k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 
C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 

flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс;  
12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс 

Екстракти биљака T. chamaedrys и плодова биљке L. vulgare не доводе до промене 

експресије CYP1A1, док је у свим осталим третманима екстрактима биљака експресија 
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статистички значајно смањена у односу на контролне SW480 ћелије (Графикон 13). Pd(II) 

комплекс изазива повећање експресија CYP1A1 иРНК у односу на контролу.  

У комбинованим третманима CYP1A1 експресија је инхибирана у односу на контролу. A. 

flavum у комбинованим третманима показује боље ефекте на смањење експресије у односу на 

комбиноване третмане са биљком G. punctata. Ефекти комбинованих третмана на инибицију 

CYP1A1 експресије бољи су у односу на ефекте појединачних третмана Pd(II) комплексом 

(Графикон 13).  

2.3.3. Експресија GSTP1 

Резултати релативне експресије показују да је иРНК GSTP1 гена, чији је протеински 

продукт укључен у метаболизам ксенобиотика уз GSH као кофактор, експримирана у HCT-116 

ћелијама и преставља 64% у односу на експресију β-actin-а у контролним ћелијама. Експресија 

GSTP1 иРНК је статистички значајно инхибирана у ћелијама третираним биљним екстрактима у 

односу на контролне HCT-116 ћелије (Графикон 14). Најбољи ефекат на инхибицију GSTP1 

експресије показују третмани екстрактима биљака са слабим цитотоксичним ефектима, G. punctata 

и C. erythrea, што је у корелацији са највећим нивоом GSH. Обе коришћене концентрације Pd(II) 

комплекса инхибирају експресију GSTP1 у односу на контролу и изазивају повећање нивоа GSH у 

третираним HCT-116 ћелијама.  

Графикон 14. Вредности експресије GSTP1 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) HCT-116 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима). 
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима.  

 

k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 
C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 

flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс;  
12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс 
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Комбиновани третмани инхибирају GSTP1 иРНК експресију у односу на контролу, изузев 

комбинованог третмана биљке G. punctata и 10 µМ концентрације Pd(II) комплекса. Комбиновани 

третмани изивају слабије ефекте на инхибицију GSTP1 експресије у односу на појединачне 

третмане, са изузетком комбинованог третмана биљке A. flavum и 10 µМ концентрације Pd(II) 

комплекса (Графикон 14).  

Релативна иРНК експресија GSTP1 гена у SW480 ћелијама је нешто нижа у односу на 

релативну експресију у HCT-116 ћелијама и представља 51% у односу на експресију β-actin-а у 

контролним ћелијама. Резултати GSTP1 експресије у SW480 ћелијама показују да екстракти 

биљака T. chamaedrys, A. flavum и G. punctata инхибирају, док екстракт биљке C. erythrea и 

екстракати листова и плодова биљке L. vulgare стимулишу експресију GSTP1 (Графикон 15). 

Концентрација GSH у ћелијама третираним екстрактима биљака T. chamaedrys, A. flavum и G. 

punctata је смањена у односу на контролу, док је у третманима екстрактом биљке C. erythrea и 

екстракатима листова и плодова биљке L. vulgare повећана у односу на контролу (Табела 39).  

Испитиване концентрације Pd(II) комплекса инхибирају GSTP1 иРНК експресију и 

повећавају ниво GSH у односу на контролу. Комбиновани третмани не доводе до статистички 

заначајних промена иРНК експресије GSTP1 гена у односу на контролу, али показују боље 

инхибиторне ефекте у односу на третман 10 µМ концентрациом Pd(II) комплекса. Остали 

комбиновани третмани изивају слабије ефекте на инхибицију GSTP1 експресије у односу на 

појединачне (Графикон 15).  

Графикон 15. Вредности експресије GSTP1 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) SW480 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима). 
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима. 

 
k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 

C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 
flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс;  

12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс 
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2.3.4. Експресија MRP2 

MRP2 протеин је један од мембранских ABC транспортера одговорних за избацивање 

ксенобиотика, као и антитуморских супстанци из ћелије, па је у даљем испитивању праћена 

екпресија иРНК MRP2 гена одговорног за овај протеин. Резултати релативне експресије показују 

да је иРНК MRP2 гена експримирана у HCT-116 ћелијама и представља 68% у односу на 

експресију β-actin-а у контролним ћелијама. Екстракти биљака статистички значајно инхибирају 

MRP2 иРНК експресију у односу на контролне HCT-116 ћелије (Графикон 16). Pd(II) комплекс не 

доводи до битних промена у експресији MRP2 у односу на контролне ћелије.  

У комбинованим третманима, експресија MRP2 је инхибирана у односу на контролу и у 

односу на ефекте Pd(II) комплекса у појединачним третманима (Графикон 16).  

Графикон 16. Вредноси експресије MRP2 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) HCT-116 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима). 
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима.  

 

k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 
C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 

flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс;  
12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) комплекс 

Релативна иРНК експресије MRP2 гена у SW480 ћелијама је нешто нижа у односу на 

релативну експресију у HCT-116 ћелијама и представља 63% у односу на експресију β-actin-а у 

контролним ћелијама. Екстракти биљака T. chamaedrys, A. flavum и G. punctata статистички 

значајно инхибирају експресију MRP2 иРНК у односу на контролне SW480 ћелије (Графикон 17), 

екстракт листова биљке L. vulgare повећава експресију MRP2, док екстракти плодова биљке L. 

vulgare и C. erythrea не доводе до статистички значајних промена. Pd(II) комплекс изазива 

повећање MRP2 експресије у односу на контролу.  
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Ефекти комбинованих третмана на инибицију MRP2 иРНК експресије бољи су у односу на 

ефекте појединачних третмана. 

Графикон 17. Вредности експресије MRP2 иРНК у контролним (k) и третираним (1-12) SW480 
ћелијама 24 сата након третмана (добијене помоћу ImageJ програма и представљене стубићима).  
Релативна експресија одређивана је у односу на експресију β-actin-а, као позитивне контроле у 
испитиваним узорцима.  

 
k – контролне ћелије; 1 – T. chamaedrys; 2 - A. flavum; 3 – G. punctata; 4 – L. vulgare – лист; 5 – L. vulgare – плод; 6 – 

C. erythrea; 7 - 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 8 - 10 µМ Pd(II) комплекс; 9 - A. flavum и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 10 - A. 
flavum и 10 µМ Pd(II) комплекс; 11 - G. punctata и 0.1 µМ Pd(II) комплекс; 12 -  G. punctata и 10 µМ Pd(II) 

комплекс 

 



 

 

V  ДИСКУСИЈА 

 

Колоректални карцином представља

трећи код жена у Србији, у периоду

најчешћих узрочника смрти широм

неопходно је истраживање нових

супстанце природног порекла, које

интерагују са сигналним путевима укљученим

током канцерогенезе (Khan и сар., 2007

примењују у лечењу многих болести

медикамената, воде ограничења у примени

и појаве резистенције (Joy и сар

потврђеним антитуморским својствима

изолован је из биљака, на основу њихове

и Newman, 2005). Испитивања анти

in vivo експериментална тестирања

биоактивних супстанци присутних у

Веома је ограничен број студија

механизама цитотоксичности биљака

карцином. Обзиром на то, у оквиру

биљака, које се традиционално користе

проблема. Испитивани су екстракти

flavum, Gentiana punctata, Ligustrum vulgare 

употребом различитих растварача

биљака, јер представљају комплексну

показују боље ефекте од изолованих

интеракција. Такође су праћени 

новосинтетисаним Pd(II) комплексом

испитивања коришћене су две ћелијске

фибробласти коже као модел системи

карцином представља други по учесталости карцином код

у периоду од 1999. до 2009. године (Mihajlović и сар., 2013

смрти широм света (Boyle и Langman, 2000). У лечењу

истраживање нових медицинских агенаса, међу којима значајно

које могу да успоре или блокирају процес канцерогенезе

путевима укљученим у ћелијске функције и модификују

и сар., 2007). Због своје лековитости и ефикасности биљке

многих болести. Повећаном интересу за коришћење биљака

ограничења у примени синтетских лекова због њихове цене, штетни

и сар., 2001). Биљке садрже различите биоактивн

својствима. Велики број тренутно коришћених антитуморских

на основу њихове употребе у народној медицини (Reddy и сар

Испитивања антитуморских својстава биљака обухватају многобројна

тестирања биљних екстраката, који представљају мешавину

присутних у биљци, или њених изолованих и пречишћени

број студија које се баве испитивањем антитуморских

биљака из флоре Србије, као и о њиховим ефектима на

оквиру докторске дисертације испитивана су антитуморска

традиционално користе као чајеви или додаци храни у циљу лечења

су екстракти пет биљака из флоре Србије: Teucrium chamaedrys

Gentiana punctata, Ligustrum vulgare и Centaurium erythrea, а екстракти

растварача (метанол, етилацетат и ацетон). Kоришћени

представљају комплексну смешу различитих биоактивних једињења

од изолованих компоненти због својих међусобних синергистичких

праћени евентуални синергистички ефекти биљака у котретманима

комплексом, потенцијалним хемиотерапеутиком. За

две ћелијске линије карцинома колона (HCT-116 и SW480) 

модел системи. Цитотоксичност и механизми проапоптотске
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код мушкараца и 

и сар., 2013) и један од 

лечењу ове болести 

којима значајно место имају 

процес канцерогенезе, тако што 

модификују сигналне путеве 

ефикасности биљке се вековима 

биљака као извора 

, штетних ефеката 

биоактивне супстанце са 

туморских агенаса 

 (Reddy и сар., 2003; Cragg 

обухватају многобројна in vitro и 

мешавину свеукупних 

пречишћених компоненти.  

туморских ефеката и 

ефектима на колоректални 

туморска својства  

лечења дигестивних 

Teucrium chamaedrys, Allium 

а екстракти су добијени 

оришћени су екстракти 

биоактивних једињења и као такви 

међусобних синергистичких 

биљака у котретманима са 

За потребе ових 

и SW480) и здрави 

проапоптотске активности 
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екстраката су испитивани са различитих аспеката, у циљу проналаска биљака са потенцијалним 

утицајем на превенцију и/или третман колоректалног карцинома.  

У даљем тексту, у циљу сагледавања комплетног механизма цитотоксичности, односно 

проапототског деловања третмана, у првом делу су детаљно продискутовани ови аспекти на 

примеру биљке A. flavum која је показала најбољу цитотоксичност. Затим су дискутовани добијени 

резултати појединачно за сваку биљку, Pd(II) комплекс и комбиноване третмане у односу на 

специфичности третмана. У последњем делу дискусије направљен је општи преглед где су 

разматрани сви добијени резултати у односу на (а) тестиране ћелијске линије, (б) проапототске 

ефекте и механизме деловања биљних екстраката појединачно и у котретманима, (в) значај и 

потенцијалну примену добијених резултата. 

Allium flavum  

Међу испитиваним биљкама, најбољи антитуморски потенцијал на ћелијама колоректалног 

карцинома показује биљка A. flavum. Могућ узрок разлика у ефикасности и биолошкој активности 

различитих биљака јесу разлике њиховог фенолног састава. Бројни фактори утичу на разлике у 

концентрацији фенолних једињења у биљкама, пре свега присутност ових једињења као одлика 

врсте, зрелост биљке, време узорковања материјала, фактори средине, припрема и чување узорака. 

Фактори средине подразумевају састав земљишта, климу, изложеност сунцу и светлости која има 

највећи утицај на састав флавоноида, као једне од најактивнијих група фенолних једињења у 

узоркованом биљном материјалу (Macheix и сар., 1990). Због различитог квантитативног и 

квалитативног састава фенолних једињења у испитиваним врстама биљака очекивани су и 

различити цитотоксични ефекти, обзиром да постоји висока позитивна корелација између 

концентрације фенолних једињења и биолошких активности биљака (Stanković и сар., 2010a; 

Stanković, 2012). Фенолна једињења су најпознатија група секундарних метаболита са великим 

бројем фармаколошких активности. То су супстанце коришћене првенствено због својих 

антиоксидационих својстава, способности да неутралишу слободне радикале и тиме смање ризик 

од појаве различитих болести, укључујући и канцер. Многобројне студије показују инхибиторни 

ефекат различитих група фенолних једињења на раст малигних ћелија, као и способност да 

покрену механизам убијања ових ћелија (Davis и Lamson, 2000; Park и сар., 2008).  

Избор растварача у екстракционој процедури врши се на основу врсте једињења која треба 

изоловати за постизање што бољег биолошког ефекта. Резултати укупне количине фенолних 

једињења и флавоноида у екстрактима биљке A. flavum указују на разлике у ефикасности 

растварача коришћених у екстракционој процедури. Варијације у квантитативном и 
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квалитативном саставу фенолних једињења, као и постизању биолошке активности последица су 

различите растворљивости фенолних једињења у различитим растварачима, као и разлике у 

поларности коришћених растварача (Lapornik и сар., 2005; Turkmen и сар., 2006; Sineiro и сар., 

2008). Резултати показују да је ацетон, који углавном из биљака екстрахује флавоноле, алкалоиде 

и агликоне (Gupta и сар., 2012), најефикаснији растварач за екстраховање фенолних једињења из 

биљке A. flavum. Резултати су у корелацији са другим налазима (Horax и сар., 2010), који потврђују 

да мање поларни растварачи као што је ацетон боље екстрахују фенолна једињења из цветова и 

плодова него поларнији растварачи. Када се узме у обзир хабитус биљке A. flavum највећи део 

материјала представљају крупни, жуто обојени цветови, а јако мали део сачињавају уски листови и 

стабло.  

Иако је A. flavum, заједно са осталим врстама из рода Allium, вековима коришћен као 

додатак храни због карактеристичног укуса или као чај, веома су ограничени подаци о његовом 

фенолном садржају и биолошким активностима. Позната су благотворна дејства на дигестивни 

систем и постојање негативне корелације између конзумирања биљака из рода Allium и настанка 

колоректалног карцинома, али не постоји научна потврда о антитуморским ефектима биљке A. 

flavum на ћелије колоректалног карцинома. На основу добијених резултата (Табеле 3 и 5), 

екстракти биљке A. flavum показују добру цитотоксичност на HCT-116 и SW480 ћелијским 

линијама у односу на NCI критеријуме (Suffness и Pezzuto, 1990). На SW480 ћелијској линији све 

IC50 вредности су ниже од 30 µg/ml и најбољу активност показује ацетонски екстракт који садржи 

највећу концентрацију укупних фенолних једињења и флавоноида. Нешто слабије, али такође 

добре цитотоксичне ефекте, екстракти ове биљке постижу на HCT-116 ћелијској линији. Добијени 

резултати су у корелацији са резулататима који показују да ацетонски екстракт биљке A. flavum 

показује најбоље антиоксидационе и антимикробне ефекте (Ćurčić и сар., 2012б) и добру 

цитотоксичност биљке A. flavum на ћелијским линијама карцинома грлића материце, HT-29 

ћелијама аденокарцинома колона и ћелијама аденокарцинома дојке (Simin и сар., 2013).  

Поред ћелијских линија колоректалног карцинома, за испитивање цитотоксичности 

коришћена је и здрава ћелијска линија (фибробласти коже) на којима екстракти биљке A. flavum не 

изазивају цитотоксичне ефекте. Обзиром на то да ефективне антитуморске супстанце треба да 

убију ћелије канцера без ефекта на здраве ћелије, антитуморска својства биљке A. flavum захтевају 

детаљнија испитивања. Ова разлика у ефектима на здравим и малигним ћелијама представља 

веома користан резултат, који сугерише да активне компоненте присутне у екстрактима биљке A. 

flavum делују искључиво на малигне ћелије, активирајући или интерагујући са сигналним 

путевима, без ефекта на здраве ћелије. 
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Након сагледавања резултата који указују на евидентну цитотоксичност, испитивани су 

механизми цитотоксичности екстраката биљке A. flavum. Изазивање ћелијске смрти може бити по 

типу апоптозе или некрозе, што је битно са становишта терапије канцера. Макрофаге веома брзо 

препознају ране промене настале у процесу апоптозе и спречавају појаву инфламације или 

имунског одговора у организму, док су некротске ћелије способне да активирају проинфламаторни 

и имуностимулативни одговор (Savill и Fadok, 2000; Henson и Bratton, 2001). Изазивање некрозе 

приликом терапије канцера повезано је са инфламацијом и оштећењима суседних ћелија, док је 

апоптоза ограничена на појединачну ћелију и представља жељени и боље организован процес 

уклањања старих, оштећених и ћелија канцера. Екстракти биљке A. flavum не изазивају некротске 

ефекте у третираним ћелијама колоректалног карцинома, већ индукују апоптозу као доминантан 

тип ћелијске смрти, у процентима који су пропорционални цитотоксичности ових екстраката у 

испитиваним временима.  

Резултати HPLC анализе показују да је A. flavum биљка богата фенолним једињењима. 

Гликозиди кафеинске киселине су најзаступљенија једињења у метанолном екстракту биљке A. 

flavum. Као једна од доминантнијих фенолних једињења у екстракту присутни су рамнетин и 

његови деривати. Утврђено је присуство хиперозида, рутина, кампферола и кверцетина. Резултати 

присуства фенолних једињења у метанолном екстракту биљке A. flavum у корелацији су са 

претходно добијеним налазима Simin и сар. (2013). Сапонини претходно изоловани из Allium 

tuberosum идентификовани и у екстракту биљке A. flavum. Идентификована фенолна једињења су 

потенцијално одговорна за цитотоксичну и проапоптотску активност. Познато је да кафеинска 

киселина и њени гликозиди, доминантно присутни у метанолном екстракту биљке A. flavum, 

поседују бројне фармацеутске ефекте, укључујући инхибиторне ефекте на пролиферацију 

малигних ћелија (Rajendra Prasad и сар., 2011). Поред њих, рамнетин и његови деривати показују 

цитотоксичне ефекте на HCT-116 и SW480 ћелијским линијама, као и хиперозид, који је 

цитотксичан на ћелијама канцера бубрега (Li и сар., 2014б). Присутни рутин, кверцетин и 

кампферол изазивају цитотоксичне ефекте на HCT-116 и SW480 ћелијским линијама (Volate и сар., 

2005; El-Sharkawy и сар., 2013).  

Међусобним поређењем испитиваних ћелијских линија, запажа се већа осетљивост SW480 

ћелија на испитиване третмане, са нижим  IC50 вредностима и бољом проапоптотском активношћу 

третмана у односу на HCT-116 ћелије. У третману метанолним екстрактом биљке A. flavum 

показана је слабија цитотоксичност након 72 у односу на 24 сата на HCT-116 ћелијама. Дужим 

излагањем метанолном екстракту смањује се осетљивост ћелија, што може указати на присуство 

адаптационих маханизама у HCT-116 ћелијама, док сви испитивани екстракти на SW480 ћелијама 
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показују временску зависност. Различита осетљивост ћелијских линија може бити последица тога 

што једињења присутна у биљним екстрактима могу активирати различите сигналне путеве и 

механизме цитотоксичности у различитим ћелијским линијама карцинома истог органа.  

Обзиром на то да индукција апоптозе представља жељени пут постизања антитуморске 

активности и важан механизам хемопревенције и хемотерапије канцера (Galati и сар., 2000; Cragg 

и Newman, 2005), неопходно је испитати механизаме апоптозе индуковане екстракатима биљке A. 

flavum на ћелијама колоректалног карцинома у in vitro условима. Испитивањем цитотоксичне и 

проапоптотске активности изабраних врста биљака, метанол се показао као генерално добар 

растварач за екстракцију фенолних једињења и обзиром на његову способност да екстрахује 

велики број једињења као потенцијалних антитуморских супстанци, метанолни екстракти су 

коришћени за испитивање механизама цитотоксичности и анализу квалитативног састава 

фенолних једињења. Обзиром да фенолна једињења, присутна у биљкама, утичу на активност 

великог броја ензима и ћелијских рецептора (Middelton и сар., 2000) праћен је њихов ефекат на 

компоненте апоптотског сигналног пута у испитиваним третманима.  

Кључне компоненте апоптотског сигналног пута су протеолитички ензими (каспазе), 

присутне у ћелијама у облику инактивних прекурсорних молекула, који се активирају 

димеризацијом и/или протеолитичким цепањем при чему настаје активан ензим. Као одговор на 

терапеутски агенс каспазе могу бити активиране у спољашњем и/или унутрашњем апоптотском 

путу (Fulda и Debatin, 2004). Спољашњи апоптотски пут почиње везивањем лиганада за рецепторе 

смрти на мембрани, као што је Fas/CD95. Везивање лиганда (FasL) изазива тримеризацију 

рецептора и активацију каспазе 8. Активирана каспаза 8 у даљем сигналном путу може директно 

активирати ефекторну каспазу 3 (Salvesen и Dixit, 1997), или довести до цепања Bid, 

проапоптотског протеина из Bcl-2 породице протеина. Транслокација Bid у митохондрије изазива 

отварање пора на мембрани што узрокује ослобађање Cyt c и активацију каспаза 9 и 3 у даљем 

сигналном путу (Green и Kroemer, 1998).  

Третман метанолним екстрактом биљке A. flavum изазива повећану експресију Fas 

рецептора на мембрани третираних ћелија и појачане активности каспазе 8 у односу на контролу, 

што указује на могуће покретање апоптозе активацијом рецептора на мембрани у обе ћелијске 

линије. Овакав резултат представља корисну информацију за могуће интеракције малигних ћелија 

колоректалног карцинома са имуним ћелијама организма, које су одговорне за синтезу FasL и 

могућу индукцију апоптозе малигних ћелија (Waring и Mullbacher, 1999). Поред тога за 

испитиване ћелијске линије показано је да и саме имају способност синтетисања, односно 

експресије FasL (Shiraki и сар., 1997; Ryan и сар., 2006), а самим тим и могућност покретања 
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апоптозе Fas рецепторима посредованим путем. У третманима метанолним екстрактом биљке A. 

flavum долази до повећане активности каспазе 9, што потврђује улогу митохондрија у процесу 

апоптозе у обе ћелијске линије.  

Метанолни екстракт биљке A. flavum индукује извесне разлике у нивоу активирања 

појединих компоненти апоптотског пута између HCT-116 и SW480 ћелија. Ниво различитих 

проапоптотских и антиапоптотских регулатора може утицати на то да ли ће ћелија извршити 

апоптозу доминантно спољашњим или унутрашњим путем. Већа активност каспазе 9 и слабија 

експресија Fas рецептора на мембрани уочена је у HCT-116 ћелијама у односу на SW480, што је у 

складу са литературним налазима који показују смањено цепање Bid у SW480 ћелијама, доводећи 

до слабијег ослобађања Cyt c из митохондрија, а тиме и слабију активацију каспазе 9 у поређењу 

са HCT-116 ћелијама (Ozoren и El-Deiry, 2002). У HCT-116 ћелијама поред активирања каспазе 8, 

долази и до јако повишене активности каспазе 9, што показује да митохондрије имају активну 

улогу у процесу апоптозе. Митохондрије могу бити укључене у апоптотски сигнални пут цепањем 

и транслокацијом Bid под утицајем активиране каспазе 8 или нарушавањем редокс статуса, 

најчешће повећаном продукцијом O2
.- који доводи до отварања пора митохондријалне мембране, 

ослобађања Cyt c и активирања каспазе 9 (Green и Kroemer, 1998). У SW480 ћелијама активност 

каспазе 9 је повишена у третману у односу на контролне ћелије, али доста мање у односу на HCT-

116 ћелије, што указује на могућност директне активације ефекторних каспаза активношћу каспазе 

8. 

Испитивањем важности митохондрија у апоптози индукованој активацијом рецептора на 

мембрани показано је да постоје два типа ћелија: Тип I, независан од митохондрија за извршење 

процеса апоптозе и Тип II, у којима је улога митохондрија кључна (Scaffidi и сар., 1998). Према 

литературним подацима HCT-116 ћелије припадају Типу II, и нису способне да окончају живот 

апоптозом услед додавања инхибитора каспазе 9, док SW480 ћелије умиру апоптозом иако је 

каспаза 9 инхибирана (Ozoren и El-Deiry, 2002). Поред тога HCT-116 ћелије са недостатком Bax, 

једним од кључних протеина у митохондријалном апоптотском путу, резистентне су на апоптозу 

изазвану спољашњим путем, посредством рецептора (Burns и El-Deiry, 2001). Према литературним 

подацима ослобађање Cyt c је спорије у SW480 ћелијама, а ограничавајући корак у укључивању 

митохондрија у апоптози изазваној преко рецептора је цепање Bid (Ozoren и El-Deiry, 2002). 

Обзиром на овакве литературне податке и добијене резултате који потврђују активацију каспазе 9 

у SW480 ћелијама, може се претпоставити да је Cyt c ослобођен из митохонрија као последица 

деловања O2
.-  који је повећан у третманима екстрактом биљке A. flavum. Иако је ограничена улога 
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митохондрија у рецепторима покренутом апоптотском сигналном путу у SW480 ћелијама, оне 

ипак имају улогу у извршењу процеса апоптозе услед редокс модулације њихове функције.  

 Редокс регулација има битну улогу у преживљавању ћелија, процесу апоптозе и регулацији 

рзличитих сигналних путева у ћелији. Промене у ROS/RNS продукцији могу модификовати 

сигналне путеве у ћелији директном модификацијом биомолекула, нарочито протеина (England и 

Cotter, 2005), мењати функцију протеина регулацијом њихове експресије (регулацијом активности 

транскрипционих фактора, као што су NF-kB, AP-1 (енгл. Аctivator Protein 1), HIF-1α (Mates и сар., 

2000; Turpaev, 2002; Acker и сар., 2006; Ozben, 2007) или посттранслационе модификације 

(Heneberg и Draber, 2005). Третмани екстрактима биљке A. flavum повећавају продукцију O2
.- 

пропорционално њиховим цитотоксичним ефектима. Ацетонски екстракт биљке A. flavum, са 

најбољом цитотксичном и проапоптотском активношћу, показује и најбољу прооксидациону 

активност. Многе биљке богате фенолним једињењима, нарочито флавоноидима, су веома богат 

извор антиоксиданаса. Фенолна група је добар донор водоника који реагује са ROS и RNS 

(Valentao и сар., 2002). Међутим, поред антиоксидационих ефеката фенолна једињења могу 

деловати и као прооксиданси (Ohshima и сар., 2003). Истраживања показују да фенолна једињења 

присутна у биљним екстрактима углавном показују антиоксидациона својства у in vitro условима, 

мерена DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилхидразил) методом, док у живим системима, као што су 

ћелијске линије могу показати прооксидациона својства (Stanković и сар., 2011; Žižić и сар., 2013). 

Продукција ROS игра важну улогу у цитотоксичним и проапоптотским ефектима појединих 

фенолних једињења на различитим ћелијским линијама (Nakagawa и сар., 2004; Vittal и сар., 2004), 

који се делимично остварују путем њихове прооксидационе активности (Yoshino и сар., 2004). 

Гликозиди кафеинске киселине и кверцетин, присутни у екстрактима биљке A. flavum показују 

прооксидациона својства (Robasykiewicz и сар., 2007; Pietsch и сар., 2011) и могу иницирати 

апоптозу као одговор на присуство повећане концентрације O2
.- (Raina и сар., 2013), доводећи до 

мењања пермеабилности митохондријалне мембране или повећања експресије рецептора смрти 

(Ozben, 2007).  

 Прооксидациони ефекти су израженији након 24 сата изложености ћелија третману, док се 

након дужег времена прооксидациона својства смањују и вредности концентрација O2
.- су 

приближније вредностима нетретираних ћелија. Слабија прооксидациона активност указује на 

могућност смањења оксидационог стреса услед дуже активности антиоксидационог заштитног 

система у ћелијама и адаптације самих ћелија на оксидациони стрес.  

 Хемијски медијатор, NO, са веома важним физиолошким активностима у организму 

(Nathan, 1992; Moncada и Higgs, 1993), синтетише се уз помоћ ензима нитрит оксид синтетаза. In 
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vitro истраживања показују да NO има способност да штити малигне ћелије од апоптозе 

различитим механизмима, најчешће повећавајући стабилност антиапоптотских протеина Bcl-2 

фамилије, смањењем експресије проапоптотских (Azad и сар., 2006) или инхибирањем активације 

каспазе 3 нитрозилацијом (Mannick и сар., 2001). Азот моноксид може регулисати експресију 

рецептора смрти на мембрани ћелија и ране сигнале везане за рецепторе смрти. Његовим утицајем 

на активност каспаза и формирања DISC долази до смањеног цепања Bid и смањене 

амплификације апоптотских сигнала преко митохондрија. Са тим у вези инхибицијом iNOS и 

смањењем концентрације NO повећава се осетљивост малигних ћелија на дејство појединих 

антитуморских супстанци (Tang и Grimm, 2004). Сходно томе, циљана инхибиција iNOS-а и iNOS-

ом продукованог NO-а може бити ефикасна терапеутска стратегија у лечењу канцера који 

експримирају iNOS.  

 Третмани екстрактима биљке A. flavum доводе до смањења протеинске експресије iNOS, 

директно доводећи до смањења концентрације нитрита (индикатор концетрације NO у нашим 

експерименталним условима) на обе ћелијске линије. Добијени резултати потврђују налазе других 

аутора (Jeong и Jeong, 2010; Tae и Kim, 2012), сугеришући да су поједине компоненте у екстракту 

(најчешће фенолна једињења) повезане са унутраћелијским компонентама и молекулима 

укљученим у продукцију NO, доводећи до инхибиције стварања овог молекула смањењем 

експресије iNOS. Екстракти са присуством кверцетина, као екстракт биљке A. flavum, смањују 

продукцију NO у култури ћелија астроцита (Soliman и Mazzio, 1998) инхибицијом iNOS или 

везивањем за протеине, мењајући њихову оријентацију. Азот моноксид има кратак полуживот у 

срединама богатим O2
.- који има велики афинитет за NO, при чему настају пероксинитрити (Wink и 

Mitchell, 1998), што последично може да редукује концентрацију NO у ћелијама третираним 

екстрактом биљке A. flavum. 

Оксидациони стрес присутан у ћелијама углавном укључује промене у нивоу 

глутатионског система, као прве линије антиоксидационе одбране. У HCT-116 ћелијама 

третираним екстрактима биљке A. flavum запажа се повећан GSH ниво у оба испитивана времена. 

Тенденција раста GSH у третираним ћелијама сугерише да фенолна једињења присутна у овој 

биљци могу повећати антиоксидациони статус, односно сачувати ендогени ниво GSH у ћелијама 

(Wu и сар., 2004), или ћелије de novo синтетишу GSH као последицу повећане продукције 

реактивних метаболита, као што је O2
.-. У SW480 ћелијама третираним екстрактима биљке A. 

flavum долази до смањења концентрације GSH након 24 сата. Овакав резултат сугерише повећано 

коришћење GSH у срединама повишене концентрације O2
.-, коју продукују цитотоксичне 

супстанце. Трошење GSH у ћелијама током процеса апоптозе је уобичајна промена (Reza и сар., 
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2011). Глутатион регулише активност ефекторних каспаза и његово трошење доводи до активације 

каспаза и извршења процеса апоптозе, а најчешћи механизам активације апоптозе услед трошења 

GSH се приписује његовој улози да Cyt c одржава у неактивној форми, а смањењем GSH нивоа 

услед оксидационог стреса долази до активације Cyt c и активације апоптозе (Fruehauf и Meyskens, 

2007; Trachootham и сар., 2008).   

Вредности испитиваних параметара редокс статуса указују на присуство оксидационог 

стреса и прооксидационе ефекте екстраката биљке A. flavum у ћелијским линијама карцинома 

колона, што последично узрокује изазивање или појачавање цитотоксичних и проапоптотских 

ефеката ових екстраката. Антиоксидациони капацитет је већи у HCT-116 ћелијама, са вишим GSH 

нивоом након третмана и нижим променама концентрација O2
.- и NO у односу на SW480 ћелије. 

Резултати показују да екстракти биљке A. flavum делују прооксидационо и антиоксидационо у 

испитиваним ћелијским линијама, што је вероватно последица хемијске структуре и својства 

фенола да истовремено реагују као редукујући и оксидирајући агенси у зависности од средине у 

којој се налазе (Malik и Mukherjee, 2014). Резултати такође показују јасну молекуларну модулацију 

механизама апоптозе променом редокс статуса у ћелијама третираним екстратима биљке A. flavum. 

Могући узрок различитих ефеката на здравим и малигним ћелијама јесте способност ћелија да 

различито реагују на продукцију унутраћелијског ROS изазваног цитотоксичним супстанцама 

(Sandhya и сар., 2006). Малигне ћелије садрже знатно више концентрације ROS у поређењу са 

здравим ћелијама и ове редокс разлике могу бити искоришћене као база за синтезу нових 

терапеутика са селективним дејством. Умерене концентрације ROS стимулишу пролиферацију и 

преживаљавање малигних ћелија, међутим  веће концентрације могу изазвати летална оштећења и 

стимулисати апоптозу, што може бити искоришћено у терапији канцера, употребом супстанци са 

способношћу продукције ROS или једињења која смањују антиоксидациони систем у ћелијама 

(Trachootham и сар., 2008).  

Метаболизам ксенобиотика, укључујући и антитуморске супстанце, у ћелијама се одиграва 

кроз неколико фаза. Фаза I подразумева оксидационе модификације, где се реакцијама 

хидроксилације, оксидације и редукције обрађују релативно хидрофобни ксенобиотици. Фаза I је 

катализована ензимима који припадају фамилији CYP протеина, најчешће укључених у 

метаболизам лекова и детоксикацију организма (Guengerich, 2007). У фази II се метаболишу 

углавном хидрофилна једињења, конјугацијом са глутатионом помоћу ензима GST. Створени 

продукти, углавном мање токсични и много хидрофилнији, транспортују се кроз плазмамембрану 

ћелије уз помоћ мембранских ABC транспортера (фаза III), као што су P-gp, MRP1 и MRP2. Ови 

ензими и транспортни протеини имају кључну и примарну улогу у заштити здравих ћелија од 
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штетних ефеката канцерогена, међутим у малигним ћелијама могу довести до резистенције на 

антитуморске супстанце. Могућа терапија канцера подразумева проналазак или синтезу лекова 

који инхибирају њихову активност.  

Циљање CYP ензима супстанцама природног порекла представља потенцијални успех у 

превенцији и терапији канцера. У развоју и третману канцера нарочито је важна CYP1 класа ових 

ензима и њени чланови CYP1А1, CYP1А2 и CYP1B1 (Androutsopoulos и сар., 2013). Третман 

биљком A. flavum показује инхибиторна својства на експресију иРНК CYP1А1 гена на обе ћелијске 

линије, што је предходно показано и за друге врсте биљака (Kaminsky и Zhang, 1997; Zhou и сар., 

2007). Бројни флавоноиди, присутни у биљним екстрактима, могу бити супстрат за ове ензиме или 

су одговорни за њихову инхибицију (Androutsopoulos и сар., 2011). Инхибиција експресије или 

утицај на смањење активности CYP1А1 ензима представља корисну информацију, која указује на 

могућност комбинованог аплицирања биљака или њихових биоактивних компоненти са 

одговарајућим цитостатиком, који се метаболише CYP ензимима.  

Други механизам одговоран за постизање хемопревентивне улоге биоактивних компоненти 

биљака, као и појаву резистенције малигних ћелија је индукција ензима фазе II метаболизма, 

односно биотрансформационог система повезаног са глутатионом, као што је GST (Stavrovskaya, 

2000). Посебно је GSTP1 класа ових ензима директно укључена у појаву резистенције на многим 

ћелијским линијама (Salinas и Wong, 1999; Zhou и сар., 2005). Појава резистенције зависи од врсте 

ћелија, коришћеног третмана и експресионог профила ензима и транспортера у различитим 

ћелијама. Из тих разлога инхибитори експресије или активности ових ензима се сматрају 

потенцијалним терапеутским агенсима (McFadyen и сар., 2004). Третман биљком A. flavum 

показује инхибиторна својства на експресију иРНК GSTP1 гена на обе ћелијске линије. Познато је 

да биљни феноли инхибирају његову активност (Mukanganyama и сар., 2011) или смањују 

експесију GSTP1 гена, попут кверцетина присутног у биљци  A. flavum (Van Zanden и сар., 2003). 

Транспорт GSH конјугата у ванћелијски простор остварује се ATP зависним транспортом 

уз помоћ ABC транспортера, познатих као MRP 1 и 2 (Taniguchi и сар., 1996; Keppler и сар., 1997). 

Протеин MRP2 је, након P-гликопротеина (MDR1), други идентификовани члан мембранских 

транспортера (Borst и сар., 2000; Dean и сар., 2001), који за транслокацију супстрата кроз 

мембрану користи ATP (Borst и сар.,1999; Leonard и сар, 2003). Ови транспортери представљају 

главни механизам заштите ћелија од ксенобиотика, али такође инхибирају акумулацију 

антитуморских супстанци у малигним ћелијама па су и одговорни за настанак резистенције, по 

чему су и добили име. Добијени резултати показују да третман биљком A. flavum инхибира 

експресију иРНК MRP2 гена на обе ћелијске линије. У литератури су показана инхибиторна 
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својства биљних фенола, нарочито флавоноида на експресију гена који кодирају транспортне 

протеине (Zhang и Wong, 1996; Netsch и сар., 2005). Различите компоненте биљака могу допринети 

смањењу резистентнције, нпр. кверцетин, присутан у екстракту биљке A. flavum, инхибра 

пролиферацију ћелија MDR хуманог карцинома дојке (Scambia и сар., 1991). Флавоноиди, као што 

су кампферол, кверцетин и галагин, инхибирају експресију MRP1 и 2 гена у малигним ћелијама, 

али такође могу деловати као стимулатори избацивања канцерогена из здравих ћелија, делујући 

хемопревентивно (Leslie и сар., 2001).  

На основу свих продискутованих резултата, може се закључити да екстракти биљке A. 

flavum показују најбољу цитотоксичну и проапоптотску активност, при чему је апоптоза покренута 

преко рецептора на мембрани, тј. спољашњим апоптотским путем у обе ћелијске линије, док 

активност каспазе 9 потврђује улогу митохондрија у апоптози, доминантно у HCT-116 ћелијама у 

односу на SW480 ћелије; евидентна је молекуларна модулација апоптозе у присуству ROS и RNS 

(повећање концентрације O2
.-, инхибиција протеинске експресије iNOS-а, смањење концентрације 

нитрита и повећање нивоа GSH), као и инхибиција иРНК експресије испитиваних ензима 

укључених у метаболизам и транспорт лекова.  

Teucrium chamaedrys 

T. chamaedrys је веома позната и широко коришћена лековита биљка, са многобројним 

терапеутским својствима (Velasco-Negueruela и Perez-Alonso, 1990; Ulubelen, 2000; Kucuk, 2006; 

Tuzlaci и Dogan, 2010). Његова лековитост углавном је везана за лечење проблема у дигестивном 

систему, са веома мало података о антитуморским својствима. Антитуморска и проапоптотска 

својства ове биљке су по први пут испитивана на HCT-116 и SW480 ћелијским линијама.  

T. chamaedrys садржи високе концентрације фенола и флавоноида, нарочито у метанолном 

екстракту, који уједно показује и најбољу цитотоксичну (Табеле 3 и 5) и проапоптотску активност 

на обе ћелијске линије (Табеле 9 и 14). Према литературним подацима метанол се углавном 

показао као најбољи растварач за екстракцију фенолних једињења из биљног материјала у 

поређењу са мање поларним растварачима, укључујући ацетон, хексан и хлороформ (Mohsen и 

Ammar, 2008; Zarena и сар., 2009; Mohammedi, 2011). Метанол веома добро деградира и разара 

ћелијски зид који има неполаран карактер, тиме доводи до ослобађања полифенола из биљних 

ћелија и екстрахује велики број једињења, укључујући сапонине, танине, феноне, флавоне, шећере, 

аминокиселине, антоцијанине, терпеноиде, лактоне, полифеноле (Houghton и Raman, 1998; Gupta и 

сар., 2012).  



 

Дискусија 
 

124 
 

Због случајева хепатотоксичности и изазивања некрозе ћелија јетре, повезане са 

конзумирањем ове биљке, испитиван је квалитативни састав фенолних једињења. Дитерпеноиди 

присутни у биљци T. chamaedrys представљају групу природних токсина, и међу њима теукрин А 

и теукрохамедрин сматрају се главним присутним токсинима за људски организам (Lekehal и сар., 

1996). Доминантно присутна фенолна једињења у метанолном екстракту биљке T. chamaedrys су 

деривати кафеинске киселине, која поседује антитуморска својства (Tanaka и сар., 1993; Vieira и 

сар.,1998). Присутна су и друга једињења са познатим својствима на испитиваним ћелијама 

карцинома колона, као што је изорамнетин (Li и сар., 2014а). У екстракту су јако заступљени 

теукрозиди за које, према нашим налазима, нема података о антитуморским својствима. 

Екстракти биљке T. chamaedrys не показују цитотоксичне ефекте на здравим 

фибробластима коже. На испитиваним ћелијским линијама екстракти биљке T. chamaedrys 

изазивају апоптозу, као доминантан тип ћелијске смрти, са око 5% некротских ћелија у 

третманима високим концентрацијама. Резултати даљих испитивања механизама апоптозе 

показују да T. chamaedrys изазива апоптозу активацијом компоненти спољашњег и унутрашњег 

апоптотског пута, слично ефектима екстраката биљке A. flavum, а пропорционално изазваној 

проапоптотској активности екстраката. Екстракти T. chamaedrys су показали прооксидационе 

ефекте (високе концентрације O2
.-), који су праћени апоптозом. Екстракти ове биљке изазивају  

повећање концентрација GSH у HCT-116 ћелијама, док у SW480 ћелијама екстракти биљке T. 

chamaedrys смањују концентрацију GSH. Као одговор на дејство антитуморских супстанци могу се 

јавити различите промене у GSH нивоу у различитим ћелијским линијама (Hermann и сар., 2014). 

Флавоноиди су важни регулатори нивоа унутраћелијског GSH у различитим типовима ћелија. 

Могу стимулисати транскрипцију гена одговорних за његову синтезу (Myhrstad и сар., 2002) или 

изазвати трошење GSH, што зависи од коришћеног третмана и ћелијске линије.  

Метанолни екстракт биљке T. chamaedrys не изазива статистички значајне промене 

експресије CYP1A1 иРНК у ћелијама колоректалног карцинома, док су ефекти на друга два 

испитивана гена слични ефектима биљке A. flavum.  

Gentiana punctata 

Велики број познатих и медицински важних биљака припада фамилији Gentianaceae. Врсте 

из ове фамилије су веома богате секундарним метаболитима, одговорним за горак укус биљака, 

постизање изузетних биолошких активности (Daniel и Sabnis, 1978; Singh, 2008; Akileshwari и сар., 

2012) и терапеутски значај у лечењу болести дигестивног система (Szucs и сар., 2002; Jiang и сар., 

2005). Једна од најчешће коришћених биљака из рода Gentiana је линцура - G. lutea L., са већ 
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показаним цитотоксичним својствима и доминантно присутним гентиопикрином (Menkovic и сар., 

1998) и изогентисином, који су цитотоксични на HeLa ћелијама (Balijagić и сар., 2012). Не постоје 

литературни подаци о антитуморским својствима врсте G. punctata, подједнако коришћене као G. 

lutea. На основу резулата и добијених IC50 вредности, G. punctata не показује цитотоксичне ефекте 

на испитиваним ћелијским линијама колоректалног карцинома и здравим фибробластима коже, 

изузев ацетонског екстракта на SW480 ћелијама. Анализа фенолног састава метанолног екстракта 

биљке G. punctata  показује присуство гликозида и дигликозида кафеинске киселине (у знатно 

мањим концентрацијама у поређењу са осталим испитиваним биљкама), изогентисина, логанилне 

киселине, као и квантитативно мали садржај осталих фенолних једињења, што је у корелацији са 

слабом цитотоксичношћу ове биљке. Главне хемијске компоненте у екстракту корена сродне 

биљке - G. kurroo су логанилна киселина, свертиамарин, гентиопикрозид, гентисин, изогентисин, 

који инхибирају раст HCT-116 ћелија и индукују апоптозу (Wani и сар., 2013). Кампферол 

присутан у екстракту ове биљке инхибира раст HCT-116 ћелија (El-Sharkawy и сар., 2013), као и 

гална киселина, али су у екстракту биљке G. punctata присутни у траговима (Faried и сар., 2007). 

Фенолни профил ове биљке је слабо испитиван, али је познато да као и остале биљке из ове 

фамилије садржи горак укус који потиче од иридоида (Rodriguez и сар., 1998), сверозида и 

амарогентина присутних у њима (Jiang и сар., 2005). Ова једињења се изолују из биљака које 

припадају фамилији Gentianaceae и користе за добијање препарата за побољшање апетита и 

ублажавање дигестивних тегоба, као додаци дијеталној храни, за прављење алкохолних и 

безалкохолних напитака (Aberham и сар., 2011). G. punctata се гаји у култури биљака ради лакшег 

добијања ових једињења (Butiuc-Keul и сар., 2005).  

Екстракти биљке G. punctata изазивају цитотоксичне ефекте само у високим 

концентрацијама у којима индукују апоптозу, нарочито након 72 сата и на SW480 ћелијама (и до 

45% апоптотских ћелија), што потврђује присуство фенолних једињења са проапоптотском 

активношћу у овој биљци, али у ниским концентрацијама (могуће доминантно присутних 

гликозида и дигликозида кафеинске киселине, изогентисина, као и осталих слабије заступљених 

фенолних једињења). Екстракти биљке G. punctata доводе до слабих промена испитиваних 

параметара унутрашњег и спољашњег апоптотског пута, пропорционално својој слабој 

проапоптотској активности у испитиваној концентрацији и фенолном саставу екстраката.  

Прооксидациони ефекти екстраката биљке G. punctata слабији су у поређењу са ефектима 

биљака са добром цитотоксичношћу након 24 сата. Након дужег времена излагања у појединим 

концентрацијама екстракти биљке G. punctata показују антиоксидационе ефекте на обе ћелијске 
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линије. У третманима се јавља значајно смањење концентрације NO, могуће због присуства 

генистеина, одговорног за инхибицију активности iNOS (Feinstein и сар., 1994).  

На HCT-116 ћелијама екстракти биљке G. punctata, као и ацетонски екстракт биљке T. 

chamaedrys, доводе до највећег повећања концентрације GSH у поређењу са осталим испитиваним 

третманима биљкама, повећавајући на тај начин антиоксидациони капацитет ћелија. Ниво GSH је 

повећан јер се не троши за GST активност, чија је иРНК експресија потпуно инхибирана у 

третману биљком G. punctata. Због таквих ефеката биљка G. punctata поседује највећи 

антиоксидациони потенцијал од свих испитиваних врста биљака, могуће због присуства 

изогенистина за који је показано да стимулише преживљавање ћелија и смањење оксидациног 

стреса и оксидације ћелијских протеина (Schmieder и сар., 2007). Метанолни екстракт биљке G. 

punctata изазива сличне ефеке на иРНК експресију гена укључених у метаболизам његових 

биоактивних компоненти у ћелији, као и биљка A. flavum.  

Ligustrum vulgare  

 Обзиром на највиши садржај фенола и флавоноида у екстрактима биљке L. vulgare 

очекивана је добра цитотоксична и проапоптотска активност на ћелијама колоректалног 

карцинома, као и у односу на литературне податке (Nagy и сар., 2009). Испитиване су разноврсне 

биолошке активности листова биљке L. vulgare, укључујући и антитуморска својства на HeLa 

ћелијама (Jantova и сар., 2001). Антитуморска својства екстраката добијених из листова и плодова 

биљке L. vulgare на HCT-116 и SW480 ћелијама нису испитивана до сада. Обзиром да биолошки 

ефекти могу да зависе од различите заступљености фенолних једињења у различитим биљним 

деловима (Stanković и сар., 2010б), за испитивање су коришћени екстракти добијени из листова и 

плодова ове биљке.  

Екстракти листова и плодова биљке L. vulgare нису цитотоксични на здравим 

фибробластима коже, док на ћелијама колоректалног карцинома изазивају временску и дозно 

зависну цитотоксичну и проапоптотску активност. Метанолни екстракт листова показује добру 

цитотоксичност на HCT-116 ћелијама, као и етилацетатни ектракт након 72 сата (Табела 3). На 

SW480 ћелијама ацетонски екстракт показује добру цитотоксичну активност након 72 сата. Поред 

њега добру активност показује метанолни екстракт након 24 и 72 сата, као и етилацетатни након 

72 сата (Табела 5). Биоактивне компоненте присутне у екстрактима активирају различите сигналне 

путеве у различитим ћелијским линијама, па су компоненте из ацетонског екстракта делотворније 

на SW480 ћелијама, док су компоненте присутне у метанолном екстракту активније на HCT-116 

ћелијама.  
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Екстракти плодова показују слабију цитотоксичну и проапоптотску активност на 

испитваним ћелијским линијама у поређењу са екстрактима листова. SW480 ћелије су осетљивије 

на третмане и у односу на NCI критеријуме добру активност показују ацетонски и метанолни 

екстракт (Табела 5). Ацетонски екстракт плода показује најбољи цитотоксичан ефекат у поређењу 

са другим врстама екстракта, могуће због способности ацетона да најбоље екстрахује флавоноиде 

из плодова (Horax и сар., 2010). Резултати HPLC анализе (Прилог 2) показују да се квалитативни 

фенолни састави екстраката листова и плодова биљке L. vulgare не резликују. Уочавају се само 

квантитативне разлике у заступљености фенолних једињења, што потврђују и ниже измерене 

концентрације фенола и флавоноида у екстрактима плодова. 

 Доминантно присутна компонента метанолних екстраката листова и плодова биљке L. 

vulgare је олеуропеин, који заједно са лигстрозидом чини групу секоиридоида и представља 

најзаступљеније фенолно једињење у листовима и плодовима маслине и осталих биљака из 

фамилије Oleaceae. Олеуропеин је фенолно једињење, изоловано из биљака рода Ligustrum, са 

показаним инхибиторним ефектима на раст ћелија канцера (Menendez и сар., 2007). Многобројне 

студије показују широк спектар фармаколошких својстава и позитивних ефеката олеуропеина, 

укључујући антиаритмијско, кардиопротективно и антиинфламаторно дејство (Visioli и сар., 2002; 

Al-Azzawie и Alhamdani, 2006), као и способност инхибиције раста и инвазивности канцера у 

условима in vitro и in vivo (Hamdi и Castellon, 2005; Fabiani и сар., 2006). Hamdi и Castellon (2005) 

су показали инхибиторна својства олеуропеина на раст малигних ћелија пореклом из различитих 

органа. Такође је показано да олеуропеин смањује вијабилност MCF-7 ћелија, изазивајући 

апоптозу. Поред олеуропеина присутни су и деривати кафеинске киселине, као и многа друга 

потенцијално активна фенолна једињења. Добијени резултати фенолног састава су у корелацији са 

другим налазима (Tattini и сар., 2004; Mučaji и сар., 2011), где је у екстракту листова ове биљке 

утврђено присуство секоиридоида (олеуропеин, лигусталозиди А и Б и лигстрозиди) и флавоноида 

(кверцетин 3-O-рутинозид, лутеолин гликозиди, апигенин гликозиди).  

Екстракти биљке L. vulgare изазивају апоптозу, као доминантан тип ћелијске смрти, али 

присутни су и значајни проценти некрозе, у поређењу са ефектима осталих биљака. Третмани 

екстрактом биљке L. vulgare активирају компоненте спољашњег и унутрашњег апоптотског пута 

на испитиваним ћелијским линијама. У поређењу са осталим биљкама, екстракт биљке L. vulgare у 

HCT-116 ћелијама доминантније индукује промене у спољашњем путу у односу на унутрашњи.    

У HCT-116 ћелијама, третираним екстрактима биљке L. vulgare, јављају се разлике у 

ефектима на редокс статус у односу на третмане осталим биљкама, у смислу јаче продукције O2
.-, 

као и слабије редукције концентрације NO, који могу међусобно реаговати и стварити 
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високореактиван ONOO–, који је могуће одговоран за некрозу ћелија третираних биљком L. 

vulgare (Virág и сар., 2003). Овакав резултат указује да повећане концентрације ROS до одређеног 

нивоа стимулишу процес апоптозе, док неконтролисано повећање нивоа ROS и RNS доводи до 

непоправљивих оштећења биомолекула у ћелији и појаве некрозе (Hampton и Orrenius, 1997; 

Trachootham и сар., 2008). До оваквих промена у SW480 ћелијама не долази, екстракти не 

изазивају некрозу, већ је повећање концентрације O2
.- и смањење концентрације NO у складу са 

цитотоксичношћу ове биљке. Студија показује да олеуропеин, доминантно присутан у метанолном 

екстракту биљке L. vulgare, у здравим ћелијама изазива значајно смањење нивоа ROS, док на 

ћелијама канцера простате изазива дозно зависно повећање продукције ROS, односно понаша се 

као антиоксиданс у здравим ћелијама, а као прооксиданс у ћелијама канцера (Acquaviva и сар., 

2012). Такође, показано је да олеуропеин има способност да редукује концентрацију NO (De la 

Puerta и сар., 2001).  

Освртом на ефекте екстраката листова и плодова биљке L. vulgare на ензиме укључене у 

њихов метаболизам, јављају се значајне разлике у односу на третман биљком A. flavum у 

експресији иРНК GSTP1 и MRP2 гена у SW480 ћелијама. Третман метанолним екстрактом листова 

биљке L. vulgare изазива повећану експресију GSTP1 и MRP2 иРНК, као и концентрацију GSH, 

сугеришући да се приликом метаболизма компоненте екстракта конјугују са GSH и уз помоћ 

транспортних протеина кодираних MRP2 геном избацују из ћелија. У HCT-116 ћелијама такође је 

повећана експресија GSTP1 у односу на контролне ћелије, мања у односу на SW480 ћелије, али је 

експресија MRP2 инхибирана.  

Centaurium erythrea  

У оквиру докторске дисертације испитивана је цитотоксична и проапоптотска активност 

још једне биљке из фамилије Gentianaceae, широко коришћене лековите кичице - C. erythrea. 

Припремана као чај користи се за лечење органа за варење и болести јетре (Tahraoui и сар., 2010). 

Фитохемијске студије ове биљке (Nikolova-Damyanova и Handjieva, 1996; Kumarasamy и сар., 2003; 

Valentаo и сар., 2003) показују присуство многобројних фитохемикалија укључујући центаурозид, 

центапикрин, флавоноиде, гентиопикрин, гентиопикрозид, изокумарин, фенолне киселине и 

њихове деривате, терпеноиде и ксантоне (Jensen и сар., 1975; Valentao и сар., 2000; Valentao и сар., 

2002). Комерцијално набављен узорак ове биљке, није показао присуство наведених једињења, 

што указује на могућност неправилног узорковања или узгајања, сушења или складиштења ове 

биљке.  
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Резултати показују да етилацетатни екстракт биљке C. erythrea изазива добру 

цитотоксичну и проапоптотску анкивност на HCT-116 ћелијама (Табеле 3 и 10) и SW480 ћелијама 

(Табеле 5 и 15) након 72 сата, као и ацетонски екстракт на SW480 ћелијама (Табеле 5 и 16). Остали 

екстракти не индукују цитотоксичнос или показују јако слабe ефекте на испитиваним ћелијским 

линијама.   

Анализом концентрације фенолних једињења установљено је највеће присуство фенолних 

једињења у метанолном екстракту биљке C. erythrea, међутим етилацетатни екстракт показује 

најбољу активност и представља најбољи растварач за изоловање супстанци из ове биљке, које 

индукују цитотоксичност.   

Иако се на основу добијених IC50 вредности C. erythrea генерално карактерише као слабо 

цитотоксична биљка, резултат није занемарљив јер изазива велике проценте апоптозе (и до 80%) у 

високој концентрацији, а не показује некротске ефекте ни цитотоксичност на здравим ћелијама 

што даје предлог за могуће коришћење ове биљке у комбинованим третманима са смањеним 

дозама одговарајућег хемиотерапеутика. Активација компоненти спољашњег и унутрашњег 

апоптотског пута у ћелијама третираним екстрактом биљке C. erythrea је пропорционална 

проапоптотским ефектима биљке и израженија је у SW480 ћелијама.   

Третмани екстрактима биљке C. erythrea повећавају концентрацију O2
.- након 24 сата, док 

након дужег времена у појединим концентрацијама делују и антиоксидационо смањујући 

концентрацију O2
.- на испитиваним ћелијским линијама. Ове промене, као и смањење 

концентрације NO нису толико изражене као у третманима јако цитотоксичним биљкама.  

У SW480 ћелијама GSTP1 иРНК експресија је повећана у односу на контролу, због могућег 

метаболизма компоненти биљног екстракта са GSH.   

Pd(II) комплекс 

Поред екстраката испитиваних биљака, ћелије карцинома колона су третиране и 

новосинтетисаним Pd(II) комплексом. Синтетски агенси, првобитно једини коришћени у трапији 

канцера и даље имају широку примену. Један од најчешће коришћених цитостатика у терапији 

карцинома колона је цисплатина (cis-Pt(NH3)2Cl2) (Florea и Busselberg, 2011). Антитуморска 

својства цисплатина постиже везивањем за базе у саставу ДНК. Међутим, цисплатина интерагује и 

са здравим ћелијама, углавном везујући се –SH групама, што доводи до нефротоксичности и 

других штетних ефеката (Hanigan и Davarajan, 2003; Florea и Busselberg, 2011). Због многобројних 

нуспојава, постоје покушаји да се синтетишу нови неплатински, метални комплекси са бољом 

растворљивошћу, лакшим проласком кроз ћелијску мембрану и саму ћелију, као и лакшим 
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везивањем за ДНК. Међу њима, доста је испитиван Pd(II) комплекс због структурне сличности са 

цисплатином (Abu-Surah и сар., 2008). Велики су интереси за синтезом Pd(II) комплекса који ће 

повећати активност и смањити токсичност на здравим ћелијама (Divsalar и сар., 2006; Kovala-

Demertzi и сар., 2007).  

Новосинтетисани Pd(II) комплекс са додатком лиганда тиохидантоинског типа синтетисан 

је у циљу добијања једињења са бољом цитотоксичношћу и минималним штетним ефектима (Šmit 

и сар., 2013). Међу тиохидантоинима, 2-тиохидантоин је један од најпознатијих због своје примене 

као хербицид или фунгицид (Marton и сар., 1993), као терапеутски агенс (Kushev и сар., 2002) и 

због своје потенцијалне антитуморске активности (Al-Obaid и сар., 1996; Suzen и Buyukbingol, 

2000). Познато је да повезивање ових тиохидантоинских једињења са прелазним металима може 

довести до повећања њихове антивирусне или антитуморске активности (Blanc и сар., 1992; Al-

Obaid и сар., 1996). 

 Лиганд, коришћен у синтези Pd(II) комплекса, не изазива цитотоксичне ефекте на 

испитиваним ћелијским линијама колоректалног карцинома, док Pd(II) комплекс показује добру 

цитотоксичност, са ниским IC50 вредностима (Табеле 3 и 5). Међутим, новосинтетисани Pd(II) 

комплекс изазива цитотоксичне ефекте и на здравим ћелијама.  

Резултати добијени анализом типа ћелијске смрти показју да најнижа (0.1 µМ) 

концентрација Pd(II) комплекса веома слабу цитотоксичност постиже изазивањем ниских 

процената апоптозе, 10 µМ концентрација такође изазива апоптозу у нешто вишим процентима у 

поређењу са најнижом, али и високе проценте некрозе. Високе концентрације Pd(II) комплекса 

индукују цитотоксичне ефекте изазивањем некрозе. Показано је да моногобројни новосинтетисани 

комплекси паладијума изазивају некрозу на различитим ћелијским линијама (Kontek и сар., 2011; 

Ulukaya и сар., 2011).  

Обзиром на показану апоптотску активност ниских концентрација Pd(II) комплекса даље 

су испитивани ефекти на сигналне путеве апопоптозе, где су активиране компоненте спољашњег и 

унутрашњег апоптотског пута у испитиваним ћелијским линијама. У HCT-116 ћелијама 

митохондрије играју значајну улогу у апоптози индукованој Pd(II) комплексом. Активност каспазе 

9 је значајно повећана, што је пропорционално детектованој највишој концентрацији O2
.- у 

поређењу са осталим испитиваним третманима. Показано је да Pd(II) комплекс активира 

митохондријални апоптотски пут тако што повећава продукцију ROS у ћелијама канцера простате 

помоћу регулације експресије Bax и Bcl-2 протеина (Valentini и сар., 2009). У SW480 ћелијама 

унутрашњи апоптотски пут је знатно мање активиран у односу на третмане биљним екстрактима и 

HCT-116 ћелије, код којих је улога митохондрија кључна у апоптотском сигналном путу (Han и 
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сар., 2013; Maillet и сар., 2013). Такође, повећање O2
.- у SW480 ћелијама је незнатно у ниским 

концентрацијама Pd(II) комплекса.  

Високе концентрације Pd(II) комплекса имају супротне ефекте на промене концентрација 

нитрита у односу на третмане екстрактима биљака, повећавајући њихов ниво. Ове  концентрације 

Pd(II) комплекса изазивају оксидациони стрес у ћелијама карцинома колона, тако што повећавају 

концентрације O2
.- и NO, који су појединачно или у форми пероксинитрита вероватно одговорни за 

изазване некротске ефекте (Virág и сар., 2003). Ниске концентрације Pd(II) комплекса нису 

довољне да изазову такав ниво оксидационог стреса, већ блаже промене уводе ћелије у апоптозу. 

У високим концентрацијама Pd(II) комплекс смањује концентрацију GSH, што указује на његово 

трошење у условима јаког оксидационог стреса услед неутрализације ROS и RNS. Смањен GSH 

ниво може да указже и на његово трошење услед метаболизма Pd(II) комплекса, док је у ниским 

концентрацијама GSH ниво повишен у обе ћелијске линије, јер не долази до његовог трошења за 

GST активност. Експресија иРНК GSTP1 гена у тим концентрацијама је непромењена у односу на 

контролу. Сагледавањем добијених резултата евидентно је да Pd(II) комплекс у зависности од 

аплициране дозе индукује двојаке ефекте на параметре сигналног пута апоптозе и редокс статуса и 

због тога су ниске концентрације даље коришћене у комбинованим третманима.  

За разлику од биљних екстраката, третмани Pd(II) комплексом показују различите ефекте 

на иРНК експресију гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам лекова и појаву 

резистенције малигних ћелија. Генерално, иРНК експресија је непромењена или повишена у 

третманима испитиваних концентрација Pd(II) комплекса што указује на нормалну или повишену 

активност и метаболизам овим ензимима. Јављају се разлика у ефектима Pd(II) комплекса на иРНК 

експресију испитиваних гена у HCT-116 и SW480 ћелијама, што може бити узрок различите 

цитотоксичности испитиваних концентрација на различитим ћелијским линијама (Графикони 1 и 

2). Pd(II) комплекс повећава иРНК експресију CYP1A1 у SW480 ћелијама, сугеришући да се 

метаболизам Pd(II) комплекса врши путем CYP ензима, као и иРНК експресију GSTP1 и MRP2 у 

односу на контролне SW480 ћелије, што указује на могућу конјугацију Pd(II) комплекса са GSH уз 

помоћ ензима GSTP1 и транспорт конјугата помоћу транспортних протеина кроз плазмамембрану. 

Овакве промене иРНК експресије, до којих не долази у HCT-116 ћелијама су могућ узрок слабије 

цитотоксичности ниских концентрација Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији у односу на 

HCT-116 .  
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Комбиновани третмани  

Ради превазилажења нежељених ефеката услед терапије цитостатицима, токсичним на 

здраве ћелије у организму (Raghavan и сар., 1997) и појаве резистенције која ограничава успех 

терапије, развиле су се нове стратегије у терапији канцера. Последњих година постоји велики 

интерес за испитивањем синергистичких ефеката и комбинација различитих антитуморских 

супстанци (Vigano и сар., 2001; Pešić и сар., 2009; Ćurčić и сар., 2012а). Најчешће су комбинације 

супстанци природног порекла и различитих цитостатика у хемиотерапији, које могу повећати 

ефикасност терапије, а смањити штетне ефекте и токсичност на здраве ћелије (Hortobagyi, 2001; 

Tyagi и сар., 2002). Углавном се користе биљке, које саме по себи показују позитивне ефекте на 

здравље и веома су богате једињењима која имају потенцијалну улогу у превенцији и/или 

третману канцера (Kelloff, 2000). Многобројни су примери испитивања комбинације биљних 

екстраката и познатих цитотоксичних агенаса (Zhao и сар., 2007), нпр. испитивани су комбиновани 

третмани биљака Phyllanthus emblica L. и Terminalia bellerica Roxb. са доксорубицином и 

цисплатином на различитим ћелијским линијама (Pinmai и сар., 2008).  

У циљу испитивања синергистичких ефеката испитивани су комбиновани тремани биљке 

са најбољом (A. flavum), као и биљке са најслабијом цитотоксичном активношћу (G. punctata) и 

ниских доза Pd(II) комплекса (0.1 и 10 µM).  

Појединачни третмани екстрактима биљке A. flavum показују веома добру цитотоксичност, 

која се у комбинованим третманима, услед истовременог аплицирања са ниским дозама Pd(II) 

комплекса повећава, односно смањују се IC50 вредности у односу на појединачне третмане (Табеле 

4 и 6). У испитивањима међусобних односа коришћених концентрација екстраката биљке A. flavum 

и Pd(II) комплекса углавном су запажени синергистички односи, затим адитивни, а само ретко у 

појединим концентрацијама и антагонистички ефекти. Добијени резултати указују на могућност 

смањења дозе цитостатика, као још једну од предности комбинованих третмана, при чему се 

постиже добар или бољи ефекат у односу на појединачни третман. Резултати наших истраживања 

указују на могућности даљих испитивања биолошких ефеката третмана лековитихих биљака у 

комбинацији са комерцијално коришћеним цитостатицима као што је 5-флуороурацил, цисплатина 

и др. у in vitro и in vivo условима.  

За разлику од комбинованих третмана на ћелијама карцинома колона, у комбинованим 

третманима на здравим фибробластима коже не долази до синергистичких ефеката између 

екстраката биљке A. flavum и Pd(II) комплекса. Биљни екстракти у комбинацији са цитотоксичном 

дозом Pd(II) комплекса смањују цитотоксичност на здравим ћелијама, тако да комбиновани 

третмани изазивају слабије ефекте од појединачних третмана Pd(II) комплексом. Додатком 
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биљних екстраката, токсичност Pd(II) комплекса се смањује на здравим, а сасвим супротно 

повећава на малигним ћелијама, што препоручује ове комбинације третмана као ефикасне 

антитуморске агенсе. Екстракти биљке у комбинованим третманима спречавају изазивање некрозе 

услед дејства Pd(II) комплекса и синергистички индукују веће проценте апоптозе у односу на 

појединачне третмане. Може се претпоставити да биљке иницијално уводе ћелије у апоптозу, а 

Pd(II) комплекс синергистички појачава овај ефекат. Екстракти биљака и фенолна једињења 

изолована из њих показују протективна својства, односно спречавају оштећења ћелија изазвана 

индукованим оксидационим стресом, услед дејства цитотоксичних агенаса (Carrasco-Pozo и сар., 

2010). Истим механизмима могуће да екстракти биљке A. flavum смањују оштећења изазвана Pd(II) 

комплексом и на тај начин фаворизовују процес апоптозе у односу на некрозу. 

Комбиновани третмани екстраката биљке A. flavum и Pd(II) комплекса подједнако 

повећавају активност компоненти спољашњег и унутрашњег апоптотског пута у HCT-116 

ћелијама, интензивније у односу на појединачне третмане. Комбиновани третмани у SW480 

ћелијама активирају митохондријални сигнални пут пре него Fas посредован пут, активирајући 

каспазу 9 доминантније у односу на повећање експресије Fas и активације каспазе 8. Активација 

каспазе 9 је вероватно последица високе продукције O2
.- у односу на појединачне третмане, као и 

концентрације нитрита у комбинованом третману са 10 µM Pd(II) комплексом. Механизми 

међусобног дејства екстраката биљке и Pd(II) комплекса нису разјашњени, могућ узрок 

синергистичке активности може бити модулација процеса апоптозе ROS зависним механизмима у 

ћелијама канцера, док су ове модулације смањене у здравим ћелијама (Sandhya и сар., 2006) или 

инхибицијa ензима укључених у метаболизам Pd(II) комплекса, што резултира повећањем 

сензитивности ћелија на третман.  

Метаболизам антитуморске супстанце или лека може бити модификован другом 

супстанцом и ове интеракције су показале велики клинички значај. Интеракције између лекова и 

природних производа могу бити конкурентне, без ефеката или неконкурентне у смислу 

инхибиције или индукције ензима одговорних за њихов метаболизам (Delgoda и Westlake, 2004). 

Многе биљке и дијетални продукти показали су добре ефекте у комбинацији са лековима који су 

супстрати CYP и GSTP1 ензима приликом метаболизма. Идентификација лекова и природних 

продуката који међусобно интерагују је веома важна у развоју лекова, при чему је неопходно 

пратити међусобне интеракције између биљке и лека, као и биљке и ензима. Поред експресије гена 

укључених у I и II фазу метаболизма антитуморских супстанци, праћена је експресија гена чији 

генски продукт учествује у транспорту антитуморских лекова ван ћелије, из разлога што 

модулација њихове активности може имати значајан фармаколошки успех. Ако је лек супстрат за 
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метаболичке ензиме и транспортне протеине, биљке које су такође супстрат могу истиснути лек из 

везивног места јер се синергистички или антагонистички ефекти између биљака и лекова заснивају 

на конкуренцији за исто циљно место (Hu и сар. 2005). Биљке или биоактивне компоненте биљака 

(најчешће флавоноиди) могу инхибирати експресију транспортних протеина (Fugh-Berman, 2000).  

У комбинованим третманима екстраката биљке A. flavum и Pd(II) комплекса експресија 

иРНК гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам антитуморских супстанци је 

генерално смањена у односу на појединачне третмане на обе ћелијске линије. Ове промене су 

израженије на SW480 ћелијама, које су и осетљивије на испитиване комбиноване третмане. Овакав 

резултат даје објашњење повећане цитотоксичности Pd(II) комплекса у комбинованим третманима 

у односу на појединачне, могуће због слабијег трошења Pd(II) комплекса услед метаболизма овим 

ензимима у присуству биљке A. flavum која инхибира њихову експресију или смањеног транспорта 

Pd(II) комплекса кроз мембрану у присуству биљног екстракта чиме је омогућен бољи ефекат на 

циљане молекуле.  

Приликом комбинованих третмана екстраката биљке G. punctata и Pd(II) комплекса, 

такође,  долази до међусобних синергистичких цитотоксичних и проапоптотских ефеката, као и 

смањене некротске активности Pd(II) комплекса. Иако нецитотоксична, G. punctata, у 

комбинованим третманима са 10 µМ концентрацијом Pd(II) комплекса изазива значајна смњења 

IC50 вредности у односу на појединачне третмане (Табеле 4 и 6) на испитиваним ћелијама 

колоректалног карцинома, док на здравим фибробластима не индукује појачани ефекат. 

Механизми индуковања апоптозе су веома слични за обе коришћене биљке у комбинованим 

третманима, пропорционално њиховој цитотоксичности. 

Обзиром да је G. punctata биљка са најјачим антиоксидационим потенцијалом, уочавају се 

мале разлике у ефектима на редокс статус третираних ћелија у односу на котремане са биљком A. 

flavum. Комбиновани третмани са биљком G. punctata изазивају слабије промене параметара 

редокс статуса (слабије повећање концентрације O2
.- и мање промене у концентрацији NO). G. 

punctata у комбинованим третманима изазива повећање GSH у испитиваним ћелијским линијама, 

као и повећање GSTP1 иРНК експресије у комбинованом третману са 10 µМ концентрацијом Pd(II) 

комплекса у односу на контролне HCT-116 ћелије. 

Општи преглед и значај резултата у односу на циљ и хипотезе истраживања  

 

 Изабране врсте биљака су предмет истраживања докторске дисертације због дугогодишњег 

коришћења у народној медицини и благотворних својстава на дигестивни систем, ублажавајући 

различите врсте поремећаја у функцији ових органа и због тога што су ефекти ових биљака на 
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колоректални карцином неиспитани. Показана цитотксична и проапоптотска својства испитиваних 

врста биљака на ћелијама колоректалног карцинома дају научну потврду антитуморског 

потенцијала ових биљака и предлог њиховог коришћења у пракси и даљим експерименталним 

истраживањима.  

На основу добијених резултата уочава се нешто већа осетљивост SW480 у односу на HCT-

116 ћелије, али испитивани третмани показују активност на обе ћелијеке линије пореклом из истог 

органа, без ефеката на здраве ћелије што потврђује њихову антитуморску активност и повећава 

потребу њиховог даљег испитивања. Неједнака осетљивост се може приписати активацији 

различитих сигналних путева у различитим ћелијским линијама (доминантније активираног 

унутрашњег митохондријалног апоптотског пута у HCT-116 ћелијама, односно спољашњег - 

рецепторима посредованог пута у SW480 ћелијама), различитог одговора на оксидациони стрес 

(већи антиоксидациони капацитет HCT-116 ћелија, са вишим GSH нивоом након третмана и 

нижим променама концентрација O2
.- и NO у односу на SW480 ћелије), неједнаке експресије иРНК 

гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам испитиваних третмана (нешто више 

вредности експресије у контролним HCT-116 ћелијама), као и многих других могућих механизама. 

HCT-116 ћелије имају грешку у ДНК репаративном систему, са мутацијом на hMLH1 гену (Boyer и 

сар., 1995), која је одговорна за смањену осетљивост ове ћелијске линије (Samimi и сар., 2000). 

SW480 ћелије немају ову мутацију у репаративном систему (Sergent и сар., 2002) због чега су 

потенцијално осетљивије на третмане у поређењу са HCT-116 ћелијама.  

Цитотоксична и проапоптотска активност испитиваних врста биљака зависе од 

концентрације фенолних једињења присутних у екстрактима, као и од разлика у квалитативном 

саставу фенолних једињења. Биљке са високим концентрацијама фенолних једињења (L. vulgare и 

T. chamaedrys) показују добру цитотоксичну активност, док биљка са најнижом концентрацијом 

фенолних једињења (G. punctata) не индукује цитотоксичност. Значај квантитативног састава 

фенолних једињења најбоље се уочава на примеру екстраката листова и плодова биљке L. vulgare, 

који имају исти квалитативни састав, стим што екстракти листова садрже већу концентрацију ових 

једињења и показују бољу цитотоксичност на обе ћелијске линије. Важност квалитативног састава 

фенолних једињења у биљакама најбоље запажа на примеру биљке A. flavum, која садржи 

квантитативно нижу концентрацију укупних фенолних једињења од биљака L. vulgare и T. 

chamaedrys, али је богата флавоноидима, као једном од биолошки најактивнијих група фенолних 

једињења са потврђеним антитуморским својствима (Park и сар., 2008). Овакав резултат истиче 

значај флавоноида за постизање изузетне цитотоксичне и проапоптотске активности на ћелијама 

колоректалног карцинома. Поред тога, иако A. flavum садржи мању концентрацију укупних 
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фенолних једињења од екстраката биљке T. chamaedrys  и плодова биљке L. vulgare, на HPLC 

хроматограмима се уочава да садржи више гликозида кафеинске киселине од ова два екстракта, 

указујући да није битна само укупна концентрација фенолних једињења већ концентрација 

појединачних једињења одговорних за постизање биолошких ефеката.  

Постигнути ефекти испитиваних врста биљака варирају и од врсте екстракта коришћеног у 

третманима. Метанол се показао као генерално добар растварач за екстракцију фенолних 

једињења и постизање добре цитотоксичне активности, као и ацетон, док етилацетатни екстракт 

екстрахује најмању количину фенолних једињења у поређењу са остала два коришћена растварача 

и показује најслабију цитотоксичну активност, изузев  етилацетатног екстракта биљке C. erythrea. 

Метанолни екстракти испитиваних биљака не изазивају временски зависну цитотоксичност на 

HCT-116 ћелијама.  

Резултати испитивања проапоптотских ефеката и сигналних путева апоптозе дају корисне 

информације и подлогу даљим истраживањима у циљу изолације или модификације 

потенцијалних антитуморских једињења са проапоптотским деловањем, присутних у овим 

биљкама. Познавање механизама дејства потенцијалних лекова и механизама ћелијске смрти у 

различитим ткивима може допринети дизајну боље терапијске стратегије за убијање малигних и 

заштиту здравих ћелија. Када се упореди цитотоксичност природних супстанци (биљни екстракти) 

и синтетских агенаса (Pd(II) комплекс), добијена је боља цитотоксичност у третману Pd(II) 

комплексом. Међутим, ове супстанце различито убијају малигне ћелије, екстракти испитиваних 

биљака доминантно индукују апоптозу, са јасном редокс модулацијом процеса апоптозе у 

присуству ROS и RNS и не делују на здраве фибробласте, док Pd(II) комплекс доминантно изазива 

некрозу, са цитотоксичним ефектима на здраве фибробласте коже. Оштећења ћелија изазвана 

оксидационим стресом су могућ узрок некротске активности високих концентрација Pd(II) 

комплекса. Овакав резултат даје предност природним производима у терапији карцинома колона.  

 Међу испитиваним биљкама A. flavum показује најбољу активност и на основу тога може 

бити разматрана као потенцијални извор биоактивних компоненти са антитуморским својствима у 

будућим истраживањима, као суплемент исхрани или додатак хемиотерапији. У прилог томе иду и 

нарочито корисни резултати дисертације, а то су синергистички ефекти биљке A. flavum, као и 

биљке G. punctata са новосинтетисаним Pd(II) комплексом, смањење штетних ефеката 

(некротских) Pd(II) комплекса у комбинованим третманима, могућност смањења доза приликом 

аплицирања комбинованих третмана и смањена иРНК експресија гена чији протеински продукти 

учествују у метаболизму антитуморских супстанци у комбинованим третманима, услед чега 

долази до повећане цитотоксичности комбинованих третмана могуће због слабијег метаболисања 
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Pd(II) комплекса у присуству биљних екстраката који инхибирјуа њихову експресију или 

смањеног транспорта Pd(II) комплекса кроз мембрану чиме је омогућен бољи ефекат на циљане 

молекуле. Разматрањем ефеката испитиваних врста биљака, уз посебан осврт на њихову 

инхибиторну активност на експресију метаболичких ензима, неопходно је истаћи могућност 

комбинованог аплицирања ових биљака или њихових пречишћених компоненти и одговарајућег 

цитостатика у циљу смањивања резистенције малигних ћелија, као једног од највећих проблема у 

терапији тумора. 

 



 

 

 

VI ЗАКЉУЧЦИ 

 

На основу резултата истраживања

 

Општи закључци: 

 

 Екстракти испитиваних врста

vulgare и C. erythrea) 

карцинома (HCT-116 и SW480 

не показују овакве ефекте

SW480 ћелије су осетљивије

 

 Интензитет цитотоксичности

састава фенолних једињења

процедури. Међу испитиваним

показују подједнако добру

најслабију активност, што је

екстрактима.  

 

 Цитотоксични ефекти испитиваних

доминантно присутног т

(рецепторима посредованог

сигналног пута. Третмани

повећање O2
.-, што може бити

испитиваних биљака углавном

протеински продукти укључени

резистенције малигних ћелија

 

 Pd(II) комплекс изазива добру

и високе проценте некрозе

резултата истраживања докторске дисертације могу се издвојити

испитиваних врста лековитих биљака (T. chamaedrys, A. flavum

 делују цитотоксично на ћелијским линијама

и SW480 ћелијским линијама), док на здравим фибробластима

овакве ефекте, што потврђује антитуморска својства испитиваних

осетљивије на третмане у односу на HCT-116 ћелије.  

цитотоксичности зависи од врсте биљке, квантитативног и

фенолних једињења присутних у њима и коришћеног растварача у

Међу испитиваним врстама екстраката, метанолни и ацетонски

подједнако добру цитотксичну активност, док етилацетатни

што је у корелацији са садржајем укупних фенола и

ефекти испитиваних врста биљака су последица индуковане

присутног типа ћелијске смрти, активирањем компоненти

посредованог) и унутрашњег (митохондрија зависног

Третмани екстрактима биљака изазивају дисбаланс редокс

може бити један од узрока њиховог проапототског деловања

углавном показују инхибиторне ефекте на експресију

укључени у метаболизам ксенобиотика и лекова

малигних ћелија на терапију антитуморским супстанцама.  

изазива добру цитотоксичност на ћелијама колоректалног карцинома

проценте некрозе и цитотоксичне ефекте на здравим фибробластима
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издвојити 

A. flavum, G. punctata, L. 

линијама колоректалног 

здравим фибробластима коже 

војства испитиваних биљака. 

квантитативног и квалитативног 

растварача у екстракционој 

метанолни и ацетонски екстракт 

етилацетатни екстракт има 

укупних фенола и флавоноида у 

индуковане апоптозе, као 

компоненти спољашњег 

зависног) апоптотског 

дисбаланс редокс статуса и 

проапототског деловања. Екстракти 

на експресију гена, чији су 

ксенобиотика и лекова и појаву 

колоректалног карцинома, али 

здравим фибробластима коже. 
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Оштећења ћелија изазвана оксидационим стресом су могућ узрок некротске активности 

Pd(II) комплекса. Комбиновани третмани екстраката биљака A. flavum и G. punctata и Pd(II) 

комплекса смањују токсичност Pd(II) комплекса на здравим ћелијама, а супротно 

повећавају цитотоксичност на малигним, при чему долази до међусобних синергистичких 

ефеката. У комбинованим третманима у односу на појединачни третман Pd(II) комплексом 

смањују се проценти некрозе, повећава се цитотоксичност изазвана апоптозом и смањује 

експресија иРНК испитиваних гена. 

 

Специфични закључци: 

 

 Екстракти биљке A. flavum показују најбољу цитотоксичну и проапоптотску активност на 

ћелијама колоректалног карцинома, са изузетно ниским IC50 вредностима и најбољом 

активношћу ацетонског екстракта. У ћелијама третираним метанолним екстрактом биљке 

A. flavum повећана је експресија Fas рецептора на мембрани и активност каспазе 8 у 

спољашњем апоптотском путу у обе испитиване ћелијске линије. Повећана активност 

каспазе 9 потврђује улогу митохондрија у апоптози, доминантно у HCT-116 ћелијама у 

односу на SW480. Евидентна је молекуларна модулација апоптозе у присуству ROS и RNS 

(повећање концентрације O2
.-, инхибиција протеинске експресије iNOS-а, смањење 

концентрације нитрита и повећање нивоа GSH), као и инхибиција иРНК експресије 

испитиваних ензима укључених у метаболизам и транспорт лекова.  

 

 Метанолни екстракт биљке T. chamaedrys показује добру цитотоксичну и проапоптотску 

активност на испитиваним ћелијским линијама. Апоптоза је посредована активацијом 

компоненти спољашњег и унутрашњег апоптотског пута, вероватно као последица 

прооксидационих ефеката (висок ниво O2
.-). T. chamaedrys не изазива статистички значајне 

промене иРНК експресије CYP1A1 гена у ћелијама колоректалног карцинома, док 

инхибира иРНК експресију GSTP1 и MRP2 гена. 

 

 Екстракти биљке G. punctata не изазивају цитотоксичне ефекте на испитиваним ћелијским 

линијама, мада индукују значајне проценте апоптозе у високим концентрацијама, након 

дужег времена третмана у SW480 ћелијама. У односу на остале тестиране биљке, G. 

punctata изазива слабије прооксидационе ефекте, док након дужег времена излагања 



 

Закучци 
 

140 
 

показује антиоксидационе ефекте на обе ћелијске линије, повећавајући ниво GSH. G. 

punctata значајно инхибира експресију метаболичких ензима.  

 

 Екстракти листова биљке L. vulgare изазивају добре цитотоксичне и проапоптотске ефекте 

на испитиваним ћелијама, док екстракти плодова показују добре, али нешто слабије ефекте 

у односу на екстракте листова. У поређењу са осталим биљкама, екстракти листова и 

плодова биљке L. vulgare у HCT-116 ћелијама доминантније индукују промене у 

спољашњем путу апоптозе у односу на унутрашњи и већи проценат некрозе као последицу 

јаче продукције ROS и RNS одговорне за некротске ефекте. Метанолни екстракти листова 

и плодова биљке  L. vulgare изазивају повећану иРНК експресију GSTP1 и екстракт листова 

повећава иРНК експресију MRP2 гена у SW480 ћелијама, као и концентрацију GSH, 

сугеришући да се приликом метаболизма компоненте екстракта конјугују са GSH и уз 

помоћ транспортних протеина избацују из ћелија.  

 

 Биљка C. erythrea је показала слабе цитотоксичне и релативно добре проапоптотске 

ефекте, у зависности од врсте екстракта и концентрације. Након дужег времена у 

појединим концентрацијама C. erythrea показује антиоксидационе ефекте, смањујући 

концентрацију O2
.-. У SW480 ћелијама иРНК експресија GSTP1 гена значајно је повећана у 

односу на контролу, због могућег метаболизма компоненти екстракта биљке C. erythrea 

овим ензимом.  

 

 Pd(II) комплекс изазива значајну цитотоксичност на ћелијама колоректалног карцинома, 

али и високе проценте некрозе и цитотоксичне ефекте на здравим фибробластима коже. У 

HCT-116 ћелијама митохондрије играју значајну улогу у апоптози индукованој Pd(II) 

комплексом; активност каспазе 9 је значајно повећана пропорционално највишој 

концентрацији O2
.- 
у поређењу са осталим третманима. Pd(II) комплекс у зависности од 

аплициране дозе индукује двојаке ефекте на параметре сигналног пута апоптозе и редокс 

статуса. Високе концентрације Pd(II) комплекса изазивају оксидациони стрес у ћелијама 

карцинома колона, што је могућ узрок индуковане некрозе, док ниске концентрације уводе 

ћелије у апоптозу. Експресије иРНК испитиваних гена за метаболичке ензиме су 

непромењене или негде повећане, што указује на метаболизам Pd(II) комплекса овим 

ензимима, могућу конјугацију Pd(II) комплекса са GSH уз помоћ ензима GSTP1 и 

транспорта конјугата помоћу транспортних протеина кроз мембрану.  
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 Комбиновани третмани Pd(II) комплекса и екстраката биљака A. flavum и G. punctata 

смањују токсичност Pd(II) комплекса на здравим ћелијама, а супротно повећавају 

цитотоксичност на малигним ћелијама, при чему долази до међусобних синергистичких 

ефеката. У комбинованим третманима смањује се проценат некрозе у односу на 

појединачни третман Pd(II) комплексом, а повећава се цитотоксичност изазвана апоптозом. 

У SW480 ћелијама комбиновани третмани активирају митохондријални пут пре него Fas 

посредован пут, повећавајући продукцију O2
.- у односу на контролу и појединачне 

третмане. У комбинованим третманима екстраката биљака и Pd(II) комплекса експресија 

иРНК гена чији су протеински продукти укључени у метаболизам антитуморских 

супстанци је генерално смањена у односу на појединачне третмане на обе ћелијске линије, 

што резултира повећаном цитотоксичношћу Pd(II) комплекса због његовог слабијег 

метаболисања и транспорта кроз мембрану у присуству биљака које инхибирају експресију 

ових протеина.  

 

Коначан закључак: 

 

 На основу изнетих резултата може се закључити да испитиване врсте биљака, коришћене у 

народној медицини у третманима дигестивних болести, поседују изузетан антитуморски 

потенцијал, изазивајући цитотоксичне и проапоптотске ефекте у појединачним и 

комбинованим третманима са Pd(II) комплексом на ћелијама колоректалног карцинома у 

зависности од њиховог фенолног састава. Резултати квантитативног и квалитативног 

састава фенолних једињења од великог су значаја за потврду лековитости испитиваних 

врста биљака, као и њихову промоцију, јер се неке од њих мање користе у народној 

медицини и фармацији на нашим просторима. Активне компоненте испитиваних врста 

биљака, са посебним нагласком на биљку A. flavum, неопходно је додатно изоловати, 

тестирати и одредити начин аплицирања приликом терапије у будућим in vitro и in vivo 

експерименталним истраживањима и посебно истаћи њихову могућност коришћења у 

различитим видовима комбинованих третмана у лечењу карцинома колона.  
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имидазолидин-4-он. Метанолни комплекс био

умерено растворан у метанолу, етанолу и нерастворан у води

OH

O

OH

NNHCSNH2

N

OH

N

NH
S

O

d

N
N

H
N

S

O

HO

i

1

23

ii

iii

i) NH2NHCSNH2, MeOH, reflux 3 h 
ii)  ClCH2COOEt, NaOAc, EtOH, reflux 6 h 

iii)  Pd(DMSO)2Cl2, MeOH, reflux 3 h 

Синтеза лиганда 2-тиохидантоинског типа: 3-[(2-хидроксибензилидин
-он (2) и Pd(II) комплекса са -[(2-хидроксибензилидин

тиоксоимидазолидин-4-он (3) 
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тиоксоимидазолидин-4-он 

др Биљане Шмит, са ПМФ-а у 

хемију Природно-математичког 

тиоксо-имидазолидин-4-он, 

реакцији 2-хидроксибензалдехид 

супституцијом оба DMSO лиганда из cis-

сумпором из 3-[(2-хидрокси-

комплекс био је нехигроскопан, 

нерастворан у води.  

2

 

хидроксибензилидин)амино]-2-
хидроксибензилидин)амино]-2-
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Прилог 2.  

HPLC-MS (High-performance liquid chromatography mass spectrometry) анализа 
фенолних једињења 

Идентификацију фенолних једињења присутних у метанолним екстрактима испитиваних 

врста биљака урадио је др Вук Максимовић, на Институту за биолошка испитивања „Синиша 

Станковић” у Београду.  

Идентификација појединачних фенолних једињења извршена је помоћу реверзне фазе 

HPLC-MS анализе коришћењем електро спреј јонизационе (ESI) пробе. Узорци су инјектирани у 

Waters HPLC систем са 1525 бинарним пумпама, термостатом и 717+ аутосемплером повезаним са 

Waters 2996 детектором са пољем диода (Waters, Milford, MA, USA).  Хроматограми су снимљени 

у тродимензионом моду са извученим сигналима на специфичним таласним дужинама за 

различита једињења (370 nm, 326 nm, односно 254 nm). Сепарација фенола извршена је на колони 

Symmetry C-18 RP димензија 125 x 4 mm са честицама пречника 5 µm (Waters, Milford, MA, USA) 

везаној за одговарајућу заштитну колону. Пре ињекције узорци су филтрирани кроз филтере чије 

су поре промера 0.22 µm (Phenomenex, Torrrance, CA, USA).  Примењене су две мобилне фазе, А 

(0.1% фосфорна киселина) и Б (ацетонитрил), при брзини протока од 1 ml min-1 sa следећим 

профилом градијената: првих 20 минута од 10 до 22% Б; следећих 20 минута линеарног пораста до 

40% Б, а затим 5 минута реверзно до 10% Б и још 5 минута времена еквилибрације. Разделник 

протока иза колоне (Post column flow splitter (ASI, Richmond, CA, USA) са разделним односом 5/1 

је коришћен за добијање оптималне мобилне фазе у ESI проби. За LC/MS анализе, сигнали за 

свако једињење екстраховани су од негативног ESI комплетног скена са следећим параметрима: 

капиларни напон 3.0 kV, напон конуса -20 V, напони екстрактора и RF сочива су 3.0 и 0.2 V. Извор 

и температуре растварања су 120 oC и 400 oC, са протоком гасовитог N2 од 400 l\h. Прикупљање 

података и спектрална аналза добијених пикова извршени су применом Waters Empower 2 

софтвера (Waters, Milford, MA, USA). Идентификција појединих компоненти у испитиваним 

метанолним екстрактима извршена је упоређивањем снимљених УВ спектара са спектрима 

стандарда и литературним подацима.  

Слика 34 представља HPLC MS хроматограме, односно укупне јонске записе метанолних 

екстраката испитиваних врста биљака.    
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А) T. chamaedrys 

 

Б) A. flavum 

 

В) G. punctata 
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Г) L. vulgare (лист - црвена боја, плод - црна боја)  

Слика 34. HPLC MS укупни јонски запис метанолних екстраката испитиваних врста биљака. 

 Метанолни екстракт биљке T. chamaedrys одликује се релативно великим садржајем 

фенолних једињења, што се види по заступљености и висини пикова на HPLC MS хроматограму 

(Слика 34-А). Доминантно заступљена фенолна једињења у овом екстракту су гликозид кафеинске 

киселине, теукрозиди, глукозид изорхамнетин 3-O-β-D-(6-O-α-L-рамнозил) и пентозиди 

предходног једињења. У екстракту се још налазе и хомоориентин, теукрин G, 15,16-епокси-6-

хидрокси-19-нор-нео-клеродан-20, 12-олид-18-оидна киселина као агликон са глукозом везаном на 

хидроксилну групу на C-6 угљенику преко аномерног угљеника.  

 Доминантно заступљене компоненте у метанолном екстракту биљке A. flavum су гликозиди 

кафеинске киселине, затим деривати флавонола рамнетина као што је изорамнетин гликозид и 

изорамнетин 3-O-гликозид-7-O-гликозид (Слика 34-Б). Остала фенолна једињења идентификована 

у екстракту биљке A. flavum су рутин, хиперозид, кверцетин, кампферол и два Allium tuberosum 

сапонина.  

 Метанолни екстракт биљке G. punctata одликује се мањим садржајем фенолних једињења, 

што се види из присуства малог броја пикова на HPLC MS хроматограму (Слика 34-В). 

Најзаступљеније компоненте су гликозид и дигликозид кафеинске киселине, а након њих 

изогентисин. Остала фенолна једињења идентификована у екстракту биљке G. punctata су 

логанична киселина, дериват нарингенина, дериват апигенина, квантитативно мало заступљенa 

галнa и кафеинскa киселинa, квантитативно мало кверцетина, кампферола и витексина.  

 Као доминантна компонента у метанолном екстракту биљке L. vulgare јавља се олеуропеин 

и гликозид кафеинске киселине – хексозид. У екстракту су индетификовани и дериват олеозида,  

кафеинска киселина, рутин, гентисинска киселина, метоксилолеуропин, 10 хидроксиолеуропеин 

гликозид, олеуропеин дигликозид, олеозид, димер метоксиплеуропина, лигстрозид, мање 
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концентрације хомооријентина и хиперозида. Екстракти плодова и листова садрже исти 

квалитативни састав фенолних једињења, али квантитативно су фенолна једињења више 

заступљена у екстракту листова биљке L. vulgare.  
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Прилог 3.  

Инхибиција ћелијског раста (HCT-116 и SW480 ћелија) у појединачним и комбинованим 

третманима екстраката биљака и Pd(II) комплеска.  

Графикон 18. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима екстрактима биљке T. 
chamaedrys након 24 и 72 сата.  
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Графикон 19. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима екстрактима биљке A. flavum 
након 24 и 72 сата.  
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Графикон 20. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима екстрактима биљке G. 
punctata након 24 и 72 сата.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Прилози 

 

183 

 

Графикон 21. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима екстрактима листова биљке L. 
vulgare након 24 и 72 сата.  
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Графикон 22. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима екстрактима плодова биљке L. 
vulgare након 24 и 72 сата.  
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Графикон 23. Инхибиција раста HCT-116 и SW480 ћелија у третманима метанолним, етилацетатним и 
ацетонским екстрактом биљке C. erythrea након 24 и 72 сата.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Прилози 

 

186 

 

Графикон 24. Инхибиција раста HCT-116 ћелија у комбинованим третманима метанолним, 
етилацетатним и ацетонским екстрактом биљке A. flavum и Pd(II) комплеска након 24 и 72 сата.  
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Графикон 25. Инхибиција раста SW480 ћелија у комбинованим третманима метанолним, 
етилацетатним и ацетонским екстрактом биљке A. flavum и Pd(II) комплеска након 24 и 72 сата.  
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Графикон 26. Инхибиција раста HCT-116 ћелија у комбинованим третманима метанолним, 
етилацетатним и ацетонским екстрактом биљке G. punctata и Pd(II) комплеска након 24 и 72 сата.  
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Графикон 27. Инхибиција раста SW480 ћелија у комбинованим третманима метанолним, 
етилацетатним и ацетонским екстрактом биљке G. punctata и Pd(II) комплеска након 24 и 72 сата.  
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Прилог 4.  

Прерачун потенцијалних синергистичких ефеката биљака (A. flavum и G. 

punctata) и Pd(II) комплекса у комбинованим третманима 

Табела 43 приказује међусобне ефекте коришћених концентрација биљака A. flavum и G. 

punctata и Pd(II) комплекса на HCT-116 ћелијској линији.   

Табела 43. Међусобни ефекти на инхибицију пролиферације HCT-116 ћелија између екстраката 
испитиваних врста биљака и Pd(II) комплекса. 

Комбиновани третмани 
екстраката биљака и 0.1 µM 

концентрације Pd(II) 
комплекса 

Интеракција CI 
Комбиновани третмани 

екстраката биљака и 10 µM 
концентрације Pd(II) комплекса 

Интеракција CI 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.23 
0.65 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.52 
0.04 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Антагонизам 

1.00 
1.85 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.23 
0.23 

A. flavum (M) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.26 
0.34 

A. flavum 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.38 
0.16 

A. flavum (M) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.41 
0.15 

A. flavum (M)100 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.29 
0.11 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.02 
0.03 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.11 
0.05 

        

A. flavum (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Антагонизам 

0.88 
28.49 

A. flavum (E) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам    
Синергизам 

0.24 
0.44 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.38 
5.41 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам    
Синергизам 

0.19 
0.54 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.69 
8.33 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам  
Синергизам 

0.17 
0.35 

A. flavum (E) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Антагонизам 

0.83 
3.91 

A. flavum (E)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.15 
0.11 

A. flavum (E) 250 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Антагонизам 

0.81 
7.67 

A. flavum (E) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам   
Синергизам 

0.16 
0.04 

        

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.10 
0.76 

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам   
Антагонизам 

1.32 
3.71 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Антагонизам 

0.82 
5.62 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
  Синергизам 

0.24 
0.45 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.36 
4.86 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
 Синергизам 

0.17 
0.42 

A. flavum (A) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.79 
0.62 

A. flavum (A)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.34 
0.02 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

6.15 
0.22 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.02 
0.11 
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Табела 44 приказује међусобне ефекте коришћених концентрација биљака A. flavum и G. 

punctata и Pd(II) комплекса на SW480 ћелијској линији.  

Табела 44. Међусобни ефекти на инхибицију пролиферације SW480 ћелија између екстраката 
испитиваних врста биљака и Pd(II) комплекса.  

G. punctata (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.20 
2.17 

G. punctata (M) 1 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.26 
1.01 

G. punctata (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.05 
2.02 

G. punctata (M) 10 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

1.32 
0.98 

G. punctata (M) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.03 
0.58 

G. punctata (M) 50 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.31 
1.13 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.03 
0.29 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Адитивни 

0.68 
0.97 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.04 
0.10 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Адитивни 

0.47 
0.90 

        

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.65 
0.09 

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.85 
3.42 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.21 
0.12 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

5.62 
1.22 

G. punctata (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.33 
0.18 

G. punctata (E) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

5.88 
0.95 

G. punctata (E) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.10 
0.13 

G. punctata (E) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

2.11 
0.79 

G. punctata (E) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.07 
0.13 

G. punctata (E) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

1.57 
0.83 

        

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.05 
0.20 

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.38 
1.38 

G. punctata (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.05 
0.22 

G. punctata (A) 10 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.37 
1.06 

G. punctata (A) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.03 
0.35 

G. punctata (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.28 
0.71 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.04 
0.17 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.28 
0.65 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.03 
0.09 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.22 
0.58 

Комбиновани третмани 
екстраката биљака и 0.1 µM 

концентрације Pd(II) 
комплекса 

Интеракција CI 
Комбиновани третмани 

екстраката биљака и 10 µM 
концентрације Pd(II) комплекса 

Интеракција CI 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.18 
1.28 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.21 
0.10 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.48 
2.07 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.65 
0.02 

A. flavum (M) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.70 
0.47 

A. flavum 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.66 
0.26 
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A. flavum (M) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Адитивни 

0.95 
0.90 

A. flavum (M)100 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.03 
0.46 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.22 
0.57 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.08 
0.61 

        

A. flavum (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.57 
20.21 

A. flavum (E) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.72 
1.18 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.49 
9.05 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

2.15 
0.42 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

10.65 
29.60 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

2.91 
0.33 

A. flavum (E) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.21 
13.79 

A. flavum (E)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.13 
0.64 

A. flavum (E) 250 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.41 
1.36 

A. flavum (E) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.18 
0.41 

        

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.81 
3.97 

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.25 
0.30 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

3.99 
14.54 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.99 
0.23 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

3.92 
3.73 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

5.21 
0.59 

A. flavum (A) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.32 
1.05 

A. flavum (A)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.07 
2.99 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.84 
0.49 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.55 
0.53 

        

G. punctata (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.07 
0.14 

G. punctata (M) 1 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.65 
0.19 

G. punctata (M) 10 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

6.43 
0.25 

G. punctata (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

2.36 
0.13 

G. punctata (M) 50 µg/ml 
+ Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

2.10 
0.60 

G. punctata (M) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

7.32 
0.14 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

4.17 
0.53 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

14.61 
0.14 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

10.66 
0.82 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

6.23 
0.19 

        

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

5.39 
0.17 

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.31 
0.17 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

9.58 
0.18 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.96 
0.16 

G. punctata (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

80.46 
0.45 

G. punctata (E) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.97 
0.11 

G. punctata (E) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

21.54 
0.50 

G. punctata (E) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.96 
0.12 

G. punctata (E) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

22.78 
0.89 

G. punctata (E) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.89 
0.10 

        

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.65 
6.76 

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Адитивни 

1.00 
1.00 
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Табела 45 приказује међусобне ефекте коришћених концентрација биљака A. flavum и G. 

punctata и Pd(II) комплекса на здравим фибробластима коже.  

Табела 45. Међусобни ефекти на инхибицију пролиферације здравих фибробласта коже између 
екстраката испитиваних врста биљака и Pd(II) комплекса. 

G. punctata (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

7.57 
7.89 

G. punctata (A) 10 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Синергизам 

0.99 
0.05 

G. punctata (A) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

14.66 
2.39 

G. punctata (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.50 
0.05 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

18.29 
5.32 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.54 
0.04 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

6.11 
4.49 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.50 
0.04 

Комбиновани третмани 
екстраката биљака и 0.1 µM 

концентрације Pd(II) 
комплекса 

Интеракција CI 
Комбиновани третмани 

екстраката биљака и 10 µM 
концентрације Pd(II) комплекса 

Интеракција CI 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.14 
5.12 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (M) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.14 
2.13 

A. flavum (M) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

2.01 
0.92 

A. flavum 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.56 
2.13 

A. flavum (M) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

6.87 
1.65 

A. flavum (M)100 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.09 
1.98 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Адитивни 

0.86 
0.91 

A. flavum (M) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

3.24 
2.13 

        

A. flavum (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (E) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.14 
5.15 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.14 
3.25 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.76 
3.13 

A. flavum (E) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

3.01 
0.91 

A. flavum (E)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.65 
2.22 

A. flavum (E) 250 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.67 
3.33 

A. flavum (E) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.04 
4.12 

        

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (A) 1 µg/ml + 
 Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам   
Антагонизам 

2.15 
2.47 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (A) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

2.13 
8.54 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

A. flavum (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.57 
6.60 

A. flavum (A) 100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.31 
1.63 

A. flavum (A)100 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

1.80 
4.53 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.76 
2.10 

A. flavum (A) 250 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.17 
1.90 
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G. punctata (M) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.71 
4.73 

G. punctata (M) 1 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

2.65 
5.15 

G. punctata (M) 10 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.51 
4.73 

G. punctata (M) 10 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

1.98 
5.15 

G. punctata (M) 50 µg/ml 
+ Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.20 
0.55 

G. punctata (M) 50 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

1.87 
4.87 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Адитивни 
Адитивни 

0.90 
0.97 

G. punctata (M) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

3.34 
2.61 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.61 
0.68 

G. punctata (M) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Синергизам 

1.72 
0.75 

        

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

G. punctata (E) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

4.14 
5.15 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

G. punctata (E) 10 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.14 
5.15 

G. punctata (E) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

G. punctata (E) 50 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

4.14 
5.15 

G. punctata (E) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.52 
4.73 

G. punctata (E) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.73 
3.88 

G. punctata (E) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Адитивни 

0.42 
0.81 

G. punctata (E) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

2.54 
2.99 

        

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

G. punctata (A) 1 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

4.14 
5.15 

G. punctata (A) 10 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Нема ефекта 
Антагонизам 

- 
4.73 

G. punctata (A) 10 µg/ml + 
Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

5.55 
5.15 

G. punctata (A) 50 µg/ml 
+ Pd(II) комплекс 0.1 µM  

24 h 
72 h 

Синергизам 
Антагонизам 

0.56 
4.73 

G. punctata (A) 50 µg/ml +  
Pd(II) комплекс 10 µM  

24 h 
72 h 

Антагонизам    
Антагонизам 

4.51 
5.15 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Адитивни 

0.66 
0.87 

G. punctata (A) 100 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Антагонизам 

4.76 
5.08 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 0.1 µM 

24 h 
72 h 

Синергизам 
Синергизам 

0.32 
0.42 

G. punctata (A) 250 µg/ml 
+  Pd(II) комплекс 10 µM 

24 h 
72 h 

Антагонизам 
Адитивни 

5.91 
0.89 



 

 

Милена Г. Ћурчић рођена је 30.10.1985. 
Гимназију завршила је у Ивањици
изузетног успеха на такмичењима
такмичењима и три пута II место на

Школске 2004/2005 године уписала
Крагујевцу, у Институту за биоло
године, са просечном оценом 9,21
звање дипломирани биолог.  

Школске 2008/2009 године уписала
- биолошке науке, на ПМФ-у 
молекуларна биологија“. Од фебруара
технолошки развој Републике Србије
пројекту: „Таксономска, биохемијска
супстанци“ (Евиденциони број: 143041)
Лабораторији за ћелијску и молеку
Testing of Active Substances). И наредне
услов за продужење стипендије и
пројекту.  

Oд јануара 2011. године, као истраживач
на пројекту финансираном од стране
Републике Србије (2011.-2015. године
ПИБАС" (Евиденциони број: ИИИ
математичког факултета у Крагујевцу

Милена Ћурчић се успешно бави
молекуларну биологију и Лабораторији
биологију и екологију ПМФ-а у Крагујевцу
физиолошко-биохемијских, хематолошких
у овим лабораторијама. Део мето
оквиру своје дисератције увела је у редовну

Током протеклих година на докторским
практичног дела наставе на предметим
на основним академским студијама
мастер студијама. Од 2011. године ангажована
молекуларну биологију (SRPS ISO/IEC 17025:2006, 
Крагујевцу.  

БИОГРАФИЈА 

рођена је 30.10.1985. године у Ивањици. Основну школу „Кирило
у Ивањици, као одличан ученик и као носилац посебних диплома

такмичењима из Биологије (освојена I места на општинским и
место на Републичким такмичењима из биологије).  

године уписала је Природно-математички факултет, Универзитет
Институту за биологију и екологију, смер биологију. Студије је завршила

оценом 9,21 и положеним дипломским испитом са оценом 10. 

године уписала је докторске академске студије, за стицање звања
 у Крагујевцу, на смеру „Физиологија животиња

Од фебруара 2009. године, као стипендиста Министарства
Републике Србије, стиче статус истраживача-приправника и распоређује

биохемијска и молекуларна истраживања гљива и биолошки
Евиденциони број: 143041), а експериментални део истраживања

ћелијску и молекуларну биологију у оквиру CPCTAS (Centre for Pre
И наредне, 2010. године, након анализе постигнутих резултата

стипендије и наставља са научно-истраживачким радом

као истраживач-приправник, касније истраживач-сарадник
финансираном од стране Министарства просвете, науке и технолошког

. године) "Преклиничка испитивања биоактивних
број ИИИ41010), у Институту за биологију и екологију
у Крагујевцу. 

успешно бави научно-истраживачким радом у Лабораторији
и Лабораторији за Експерименталну физиологију животиња

а у Крагујевцу, где је овладала савременим техникама
биохемијских хематолошких и молекуларно-биолошких анализа које

Део метода истраживања из области ћелијске и молекуларне
дисератције увела је у редовну лабораторијску праксу.  

на докторским студијама Милена Ћурчић је била ангажована
наставе на предметима: Основи молекуларне биологије и Основи биотехнологије

академским студијама, као и на предметима Биологија човека и Токсикологија
године ангажована за потребе акредитације Лабораторије

 (SRPS ISO/IEC 17025:2006, акредитациони број 01-367) 

 

 

 

школу „Кирило Савић“ и 
посебних диплома, услед 

општинским и регионалним 

факултет, Универзитет у 
Студије је завршила 2008. 

10. Тиме је стекла 

стицање звања доктор наука 
Физиологија животиња и човека и 

Министарства за науку и 
приправника и распоређује се на 

гљива и биолошки активних 
истраживања обавља у 

(Centre for Pre-Clinical 
постигнутих резултата стиче 

истраживачким радом на поменутом 

сарадник ангажована је 
науке и технолошког развоја 

биоактивних супстанци - 
и екологију, Природно-

Лабораторији за ћелијску и 
физиологију животиња, Института за 
савременим техникама и методама 

анализа које су заступљене 
молекуларне биологије у 

била ангажована у извођењу 
и Основи биотехнологије 

човека и Токсикологија на 
Лабораторије за ћелијску и 

367) на ПМФ-у у 



 

 

 

 

 

Током основних и докторских студија Милена Ћурчић била је активан члан и члан управног 
одбора Еколошко-истраживачког друштва „Младен Караман“. Као члан ЕИД-а била је 
координатор у учесник многобројних научно-истраживачких експедиција у оквиру пројекта које је 
финансирало Министарство за науку и технолошки развој Републике Србије. Као члан Српског 
биолошког друштва „Стеван Јаковљевић“, била је један од координатора пројекта „Улога и значај 
биолошке разноврсности на територији града Крагујевца“ у периоду од јуна до новембра 2010. 
године. Од децембра 2010. године је у надзорном одбору Краљевског академског природњачког 
друштва "Балкан".   

У априлу 2011. године била је на стручном усавршавању на Природно-математичком факултету, 
Одсеку за експерименталну физиологију и биохемију у Скопљу и у априлу 2014. године на обуци 
„Од нано до макроматеријала, примена стем ћелија у регенеративној ортопедији и стоматологији“ 
на Хрватском институту за истраживање мозга, Медицински факултет Свеучилишта у Загребу. 
Учествовала је на интернационалним и националним научним скуповима (интернационална 
конференција "Preclinical testing of active substances and cancer research", одржана у марту 2011. 
године у Крагујевцу; XVI саветовање о биотехнологији, одржано  у фебруару 2011. године у 
Чачку; конгрес "Митохондрије и слободни радикали у биомедицини", одржан у септембру 2011. 
године у Београду и конгрес „Живот са слободним радикалима“, одржан у септембру 2013. године 
у Нишу).  

Библиографски подаци: 

У току научно-истраживачког рада Милена Ћурчић је публиковала 11 научних радова у 
међународним научним часописима са SCI листе, 2 рада у националним научним часописима, 9 
радова саопштених на међународним научним скуповима штампаних у изводу, 1 рад на 
националном научном скупу штампан у целини и 10 радова саопштених на националним 
скуповима штампаних у изводу, што укупно чини 32 библиографске јединице. У оквиру 
истраживачког рада везаног за докторску дисертацију, Милена Ћурчић је публиковала 4 рада у 
међународним часописима са SCI листе (референце под редним бројевима 1, 3, 4 и 7 (напомене: (а) 
у публикацијама интердисциплинарних истраживања [референце 4 и 7] резултати дисертације се 
односе на екстракцију биљка, одређивање концентрација фенола и флавоноида и цитотоксичну 
активност; (б) још два рада су у процесу рецензије у часописима са SCI листе [референце 34 и 35), 
3 рада саопштена на међународним научним скуповима штампана у изводу (референце под 
редним бројевима 14, 15 и 22) и 4 рада саопштена на националним научним скуповима штампана у 
изводу (референце под редним бројевима 25, 26, 28 и 29, што укупно чини 11 публикованих 
библиографских јединица и две у процесу рецензије.  

 Радови објављени у међународним научним часописима:  

1. Stanković М, Ćurčić M , Žižić J, Topuzović M, Solujić S, Marković S. Teucrium plant species as natural 
sources of novel anticancer compounds: antiproliferative, proapoptotic and antioxidant properties. 
International Journal of Molecular Science, 2011, 12: 4190-4205. IF2011: 2.598, M21.  



 

 

 

 

 

2. Mitrović T, Stamenković S, Cvetković V, Tošić S, Stanković M, Radojević I, Stefanović O, Čomić Lj, 
Đačić D, Ćurčić M , Marković M. Antioxidant, antimicrobial and antiproliferative activities of five 
lichen species. International Journal of Molecular Sciences, 2011, 12(8): 5428-5448. IF2011: 2.598, M21.  

3. Ćurčić M , Stanković M, Mrkalić E, Matović Z, Banković D, Cvetković D, Đačić D, Marković S. 
Antiproliferative and proapoptotic activities of methanolic extracts from Ligustrum vulgare L. as an 
individual treatment and in combination with palladium complex. International Journal of Molecular 
Sciences, 2012, 13: 2521-2534. IF2011: 2.598, M21; IF2012: 2.464, М22. 

4. Ćurčić М, Stanković M, Radojević I, Stefanović O, Čomić Lj, Topuzović M, Đačić D, Marković S. 
Biological effects, total phenolic content and flavonoid concentrations of fragrant yellow onion (Allium 
flavum L.). Medicinal Chemistry, 2012, 8(1): 46-51. IF2010: 1.603, M22; IF2012: 1.373 М23. 

5. Marković S, Žižić J, Đačić D, Obradović A, Ćurčić M , Cvetković D, Đorđević N, Ognjanović B, Štajn 
A. Alteration of oxidative stress parameters in red blood cells of rats after chronic in vitro treatment with 
cisplatin and selenium. Archives of Biological Science, 2011, 63(4): 991-999. IF2012: 0.791, М23. 

6. Stanković M, Radojević I, Ćurčić M , Vasić S, Topuzović M, Čomić Lj, Marković S. Evaluation of 
biological activities of goldmoss stonecrop (Sedum acre L.). Turkish Journal of Biology, 2012, 36: 580-
588. IF2012: 0. 0.914, М23. 

7. Šmit B, Pavlović R, Radosavljević-Mihajlović A, Došen A, Ćurčić M , Šeklić D, Živanović M. 
Synthesis, characterization and cytotoxicity of palladium(II) complex of 3-[(2-hydroxy-benzylidene)-
amino]-2-thioxo-imidazolidin-4-one. Journal of Serbian Chemical Society, 2013, 78(2): 217-227. IF2013: 
0.889, М23. 

8. Košarić J, Cvetković D, Živanović M, Ćurčić M , Šeklić D, Bugarčić Z, Marković S. Antioxidative and 
antiproliferative evaluationof 2 (phenylselenomethyl)tetrahydrofuran and 2-(phenylselenomethyl) 
tetrahydropyran. Journal of BUON, 2014, 19(1): 283-290, IF2013: 0.706, М23. 

9. Stojković D, Jevtić V, Radić G, Đačić D, Ćurčić M , Marković S, Đinović V, Petrović V, Trifunović S. 
Stereospecific ligands and their complexes. Part XII. Synthesis, characterization and in vitro 
antiproliferative activity of platinum(IV) complexes with some O,O '-dialkyl esters of (S,S)-
ethylenediamine-N,N '-di-2-propanoic acid against colon cancer (HCT-116) and breast cancer (MDA-
MB-231) cell lines. Journal of Molecular Structure, 2014, 1062: 21-28. IF2013: 1.599, М23.  

10. Marković S, Đorđević N, Ćurčić M , Štajn A, Spasić M. Biotransformation and nitroglycerin-induced 
effects on antioxidative defense system in rat erythrocytes and reticulocytes. General Physiology and 
Biophysics, 2014, 33(4) (In press). IF2013: 0.875, М23.  

11. Filipović N, Djukić T, Radović M, Cvetković D, Ćurčić M , Marković S, Peulić A, Jeremić B. 
Electromagnetic field investigation on different cancer cell lines. Cancer Cell International, 2014 (In 
press). IF2013: 1.989, М23.  
 

Радови објављени у страном и домаћем националном часопису: 
 

12. Grbović F, Stanković SM, Ćurčić M , Đorđević N, Šeklić D, Topuzović M, Marković S. In vitro 
cytotoxic activity of Origanum vulgare L. on HCT-116 and MDA-MB-231 cell lines. Plants, 2013, 2: 
371-378, М53. 

13. Cvjetković V, Đokić M, Arsić B, Ćurčić M. The ontology supported intelligent system for experiment 
search in the scientific research center. Kragujevac Journal of Science, 2014, 36: 95-110, М53. 

 

 

 



 

 

 

 

 

Саопштења на међународним научним скуповима штампана у изводу– кат. М34: 
 

14. Stanković M, Ćurčić M , Đačić D, Topuzović M, Marković SD. Phenolic content in vitro 
antiproliferative and apoptotic activity of Teucrium species from Serbian flora on HCT-116 cell line. 
Scientific Conference with International Participation “Preclinical Testing of Active Substances and 
Cancer Research”, Kragujevac, 2011, p21.  

15. Stanković M, Ćurčić M , Đačić D, Žižić J, Topuzović M, Marković S. Free-radical scavenging capacity 
and total phenolic content of Fragrant yellow onion (Allium flavum L.). Scientific Conference with 
International Participation “Preclinical Testing of Active Substances and Cancer Research”, Kragujevac, 
2011, p62. 

16. Ćurčić M , Stanković M, Đačić D, Topuzović M, Marković S. Antioxidant, antiproliferative and 
apoptotic activity of different extracts of leaves and seed cones from european yew (Taxus baccata L.). 
Scientific Conference with International Participation “Preclinical Testing of Active Substances and 
Cancer Research”, Kragujevac, 2011, p63.  

17. Đačić D, Cvetković V, Stanković M, Ćurčić M , Mitrović T, Stamenković S, Marković S. In vitro 
antiproliferative activity of five lichens species on HCT-116 human colon cell line. Scientific 
Conference with International Participation “Preclinical Testing of Active Substances and Cancer 
Research”, Kragujevac, 2011, p64.  

18. Đačić D, Kosanić M, Ćurčić M , Ranković B, Marković S. Cytotoxic activities of Umbilicaria 
crustulosa, Parmeliopsis ambigua, Umbilicaria polyphylla, Lecanora muralis and Parmelia saxatis 
methanol extracts on human colon cancer cell line. Scientific Conference with International Participation 
“Preclinical Testing of Active Substances and Cancer Research”, Kragujevac, 2011, p65.  

19. Žižić J, Ćurčić M , Đačić D, Obradović A, Stanković M, Mitrović T, Kosanić M, Ranković B, Marković 
S. Evaluation of redox status of HCT-116 cell line treated with various lichen and plant extracts. 
Scientific Conference with International Participation “Preclinical Testing of Active Substances and 
Cancer Research”, Kragujevac, 2011, p66.  

20. Žižić J, Ćurčić M , Obradović A, Mrkalić E, Matović Z, Ćendić M, Djurdjević P, Živić D, Marković S. 
Evaluation of antiproliferative activity of new palladium complex and mechanism of cell death on HCT-
116 and MDA-MB-231 cell lines. Scientific Conference with International Participation “Preclinical 
Testing of Active Substances and Cancer Research”, Kragujevac, 2011, p13.  

21. Živanović M, Cvetković D, Košarić J, Ćurcic M , Šeklic D, Bugarčić Z, Markovic S. Antioxidative 
effects of novel selenium compounds. FEBS JOURNAL, 2012, 279: 197-197. 

22. Ćurcic M , Stanković M, Šeklić D, Živanović M, Cvetković D, Marković S. Total phenolic content and 
in vitro antioxidant/prooxidant properties of leaves and fruits from Ligustrum vulgare L. FEBS 
JOURNAL, 2012, 279: 216-216. 
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pre-clinical testing of active supstances on cell culture. The second workshop pre-clinical testing of 
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